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RODUCCION
oy en dia llegamos a utilizar muchas sustancias que no son de origen natural para poder
facer nuestras necesidades diarias. Desafortunadamente el mal uso de éstas llegan a provocar
ularidades en un sistema natural, en especial en el agua. Al ser este un recurse vital para el
bre, es cada vez mds escaso el volumen aprovechable de} mismo, debido principalmente a la
contaminacién existente alrededor de la tierra. Estas irregularidades pueden ser cualquier
acién nociva del tipo fisico, quimico y biologico que dafia directa o indirectamente al
istema como consecuencia del mal uso de los recursos naturales y de las relaciones irregulares
rabajo que se establecen en las sociedades humanass; otra definicién de contaminacién es la
iacién a partir de un estado normal ya sea en un ambiente terrestre o acuatico (Stock, 1981).

_a alteracion a un sistema puede ser causada por una gran variedad de sustancias como
rgentes, agentes patogenos, derivados del petréleo, calor, desechos radiactivos, metales, etc.
tro de esta gran clasificacién existen desde luego algunas de mayor intéres segiin sean los dafios
ocados. Los metales se encuentran en un nivel importante debido a su uso tan antiguo, son
ablemente los agentes téxicos més viejos que se conocen, y su deposicién se ve mas afectada
j0s que en mares debido a que el arrojo de contaminantes se lleva a cabo principalmente en los
eros (Cervantes, 1999).

£l movimiento de los metales por todos los organismos va a estar en funcién de la cadena
enticia, de esta depende la cantidad acumulada de un organismo a otro. Dentro de los sistemas
2 — sedimento podemos tener varias reacceiones, algunas de ellas es la desintoxicacion, siendo
la conversidn de una sustancia a otra de menor toxicidad. También la reduccién del efecto
de presentarse por el contacto del agua o sedimentc con el xenobidtico el cual se absorbe y se
rpora al organismo, Hegando a ocurrir el proceso de bioacurnulacién. Més ain este efecto puede
ementarse cuando se continua con la cadena alimenticia, asf los peces al comer organismos
10TeS, incorporan a-su estructire ung mayor cantidad del toxico, conociendose este proceso ¢Omio
nagnificacion. Un factor importante que determina la bioconcentracién de un xenobidtico es su
lisponibilidad, Ia cual a su vez puede ser modificada por las propiedades fisicoquimicas del
lio; por ejemplo, el zinc (Zn) incrementa su liberacién al acidificarse el medio (Manaham,
2).



Son diferentes los métodos empleados para establecer modelos de proteccién ambiental, tanto
ara agua, sedimento como para los hidrobiontes {animales acudticos); en liquidos renovables se
cterminan pardmetros quimicos de los contaminantes vertidos en las corrientes acudticas, pero esto
0 es suficiente para establecer ¢l impacto ambiental en dichas vertientes. Aiin cuando Iz evaluacion
uimica del cuerpo de agua es impottiante, este tipo de determinaciones no otorga informacién det
fecto subletal de las muestras sobre los hidrobiontes (Allen, 1992).

Para medir el impacto de una sustancia en un organismo aislado o en todo un sistema, se llevan
- cabo pruebas toxicoldgicas. Estas son adecuadas para la determinacion del grado de
ontaminacién de un tugar, Para peces de agua dulce y otros hidrobiontes se han estandarizado
ricdos que van desde 4 horas hasta 4 dias dependiendo de las condiciones de prueba. Para poder
ntender la metodologia usada se definirén primero algunos conceptos (Mance, 1950):
 Prueba de Toxicidad : Es un estudio donde se utilizan organismos vivos para definir los efectos

dafiinos de una sustancia o mezcla de elias bajo condiciones controladas.
+ Toxicidad agnda : Es una prueba donde se evaliia una respuesta letal causada por tiempos de

exposicién cortos (lo mas comiin son 4 dfas) a concentraciones altas de una determinada

sustancia.

 Toxicidad subletal : Es una prueba donde se evalia los efectos daflinos pero no letales, los

periodos de tiempo pueden ser los mismos que en la toxicidad aguda. Casi stempre se utilizan ta
Concentracin Letal cero (CLo) o ¢l limite oficial permisible.
 Toxicidad crénica : Es una prueba que causa efectos dafiinos en los organismos por

exposiciones mas largas al xenobiético.

Los estudios de toxicidad cromica, evaluan pardmetros a nivel biélogico, fisiolégico y
oquimico; un ejemplo, puede ser el decremento en la actividad enzimética como el de la catalasa,
acetilcolina y la lipasa (Dai, 1997).

De esta manera ha surgido la necesidad de implementar nuevas pruebas que indiquen el estado
> salud de un organismo cuando se expone a concentraciones subletales, Un biomarcador se

nsidera cualquier pardmetro bioquimico, fisioldgico o histoldgico que puede exhibir un cambio
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) resultado de la exposicién de un organismo a un xenobidtico o una mezcla de ellos (Bernet,

).

De todas las pruebas bioquimicas las mas importantes son la cuantificacién de proteinas y de
wglobina. Las proteinas son vitales ya que la mayor parte de los procesos metabélicos se
izan por enzimas. M4s ain, dentro de estas moléculas son de especial intéres las
alotionefnas, ya que se ha visto que pueden modular la toxicidad de muchos xenobiéticos como
ntes quimioterapéuticos, por ejemplo, el cisplatino (Bauman, 1991); ademsés de funcionar como
;anismo de defensa cuando se presenta estrés oxidativo (Iszard, 1995). Su abundancia en
niferos es principalmente en el higado, rifion, pncreas y el intestino. Su vida mediaesde 1 a4
» dependiendo del metal con el que se coordine (Kigi, 1988), Estas proteinas fueton descubiertas
1957 por Margoshes y Valle y recibjeron st nombre precisamente por la gran cantidad de
ales que pueden estimular su produccién (Eaton,1982). Se conocen actualmente cuatro
ormas con un peso molecular que puede ir desde 6000 hasta 7000 Da, y con un 30 % de
einas en su estructura (Deng, 1999). De estas isoformas la MT-T y la MY-1I estin distribuidas
todo el organismo mientras la isoforma MT-III se localiza en las neuronas y la MT-IV se
uentra en el epitelio estratificado (Ono, 1997). Desafortunadamente, estas mismas moléculas en
eso pueden funcionar como nefrotoxinas, pueden causar la proliferacién de linfocitos y
ninuir la peroxidacidn de lipidos (Templeton, 1991).

_os invertebrados carecen de sistema circulatorio, por lo que la linfa lo llega a sustituir. La linfa
i compuesta por células llamadas eritrocrourinas, cianocitos y cianoblastos (Hill, 1980). En estas
mas se llega a sintetizar la hemocianina (Hey) (Soar, 1978); siendo un pigmento respiratorio que
tiene cobre en su centro (Ghiretti, 1973). Su funcién principal es transportar la mayor cantidad
oxigeno (80 — 95 %) a los tejidos del cuerpo (Redmond, 1955). El gas se Hega a combinar con el
3] en una proporcién 1:2 (Vijayakumari, 1987).

En este trabajo el organismo de estudio serd un invertebrado conocido cominmente como
naria, en especial la especie Dugesia dorotocephala. Estos animales se encuentran ep forma

ural en la Presa Ignacio Ramirez (PIR)(Figura 1), siendo animales bénticos (animales que viven

Led



1 el fondo de los cuerpos de agua), son de especial importancia por su abundancia en el lugar, de

jui el interés de evaluar el impacto del sedimento en esta aréa.

la regién hidrolégica Lerma — Chapé]a — Santiago constituye el sistema acuitico mds
nportante del pais, una parte de ésta regién se sitéa en el Estado de México, con diferentes
fluentes y obras hidrdulicas. La presa Ignacio Ramirez se ubica en este estado, a un costado de la
pblacion de Santa Catarina Tabernillas, en ¢! municipio de Almoloya de Juarez, al noroeste de
oluca. Es la desembocadura del rio La Gavia, alimentado este por otros cuerpos de agua como €l
o El Salitre, El Muerto, Las Cebollas, San Pedro, El guajolota y El Almoloyz (Martinez — Tabche,
994). El 4rea de la cuenca es de 505 Km® y su capacidad de almacenamiento total es de 93.30
illones de m/afio (INEGI, 1999). Es ésta una region muy activa en el sector agropecuario, de
echo llega a ocupar el tercer lugar en la produccién nacional de Carpa y Charal produciendo 1,245
217 ton/afio respectivamente y ocupa el segundo lugar en la produccion de Carpa con 3,900
n/afio (SEMARNAP,1999).



Figurs 1.- Presa Ignacio Ramirez,
Fsatadn de Méxiecn Fnente TNFGT 1999
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|- ANTECEDENTES

Dentro de un ecosistema podemos encontrar una infinidad de organismos donde cada uno de
ilos tiene un papel importanie para el mantenimiento de la funcién y de la estructura de dicho
istema. En estas complejas organizaciones podemos encontrar diversos niveles tréficos, de hecho,

s en ia cadena alimenticia donde se llega a alimentar, reproducir y mantener una especie.

Los animales se dividen primariamente en dos grandes grupos, los veriebrados y los
nvertebrados que llegan a presentar diferencias significativas con respecto a los primeros. Asin
lentro de la segunda clasificacién existen animales mé4s complejos que otros, dependiendo de su
apel en el sistema. Algunos son consumidores primarios pues se alimentan de algas, los
onsumidores secundarios, como las planarias (Figura 2), comen tanto plantas como animales
Yequetios.

.1.- Las planarias

Las planarias estin consideradas dentro de la Clase Turbellaria, del Filo de los
latchelmintos, del orden de las macroturbeliarias, del suborden Tricladida, de la Familia
lanariidae, del Género Dugesia y la Especie de este estudio serd Dugesia dorotocephala. En este
énero se ha visto que existen afrededor de 100 especies y pese 2 que la mayoria son de agua salada,
ina pequefia fraccion de éstas {alrededor de diez) se describen como habitantes de agua dulce, como
a especie de estudio (Remark, 1989).

.1.1.- Caracteristicas generales

Todas las formas de planarias de agua dulce son elongadas, lisas y de forma cilindrica.
Jeneralmente miden de 5 2 30 mm., su cavidad en e} cuerpo es gastrovascular, donde se llega a
ituar un compartimento abierto que tiene ambas funciones de boca y de ano. Esta se sitha
seneraimente en las dos terceras partes anteriores de su cuerpo. Dentro de las plaparias se pueden
ncontrar una inmensidad de colores; los més comunes son los grises, cafés o negros aunqgue se han
sbservado color olivo, amarillo pardo, rosa y rojo; también se pueden encontrar diversos patrones
oMo rayas, motas 0 manchas en general (Hymann, 1951).



Si bien algunas especies son peldgicas (animales que se mantienen en ia superficie de los
ws de agua), la mayor parte de ellas habitan en el fondo de los cuerpos de agua, sobre ¢l
aento, el lodo, debajo de piedras o entre hierbas
1es, 1977). RO AP TR

También son caracteristicos sus ojos presentes
1 del lado anterior y aunque la mayoria de las
sies presentan solo un par, hay algunas que presentan
de dos pares o ninguno de estos.

Las glindulas epidérmicas y subepidérmicas
tan un moco abundante que usualmente recubre al
0. Entre la dermis y las fibras musculares existen
células llamadas parenguima, estas son vacuoladas,
Julares y himedas. No tienen un sistema vascular
uineo asi que el transporte de alimentos y gases lo
zan por medio de la difusion a través de la linfa.

'~ Locomocion

Estos organismos no pueden nadar, solamente se  Figura 2.- Dugesia dorotocephala.
. Fuente Platyhelminthes lesson,
fazan sobre superficies o la pelicula de agua. Su 2900,
po estd recubierto por un epitelio simple, secretor y ciliado llamado epidermis. Sus
imientos son el producto de la accién de los cilios, que varian de tamafio, situados sobre la
ada capa mucess, la cual recubre su cuerpo sirviéndoles para adhesion y para cubrir a su presa.
echo en los costados de la cabeza se sitiian las auriculas, estas les sirven de quimiosensores por

1e les es mdés facil detectar e alirmento.

Cuando las condiciones no son favorables, como las altas temperatuas o el exceso de comida
ido a que disminuyen la concentracién del oxigeno en el agua), las planarias no se activan y

lan contraidas por momentos que pueden ir desde horas hasta dias (Sciencelander, 2000).



Una diferencia en la estructura de las planarias es en su epidermis dorsel pues esta es mds
gruesa que la ventral, de hecho es en esta (ltima donde se llegan a producir muchas vesiculas
secretoras, de gran importancia ya que producen diversas proteinas. Estas vesiculas se encuentran
en el parenquima (1m tejido interno).

1.1.3.- Alimentacién y sistema digestivo

Las planarias se pueden alimentar de animales vivos, muertos, plancion o algas, En algunos
casos, s¢ ha llegado a obscrvar especics que son muy voraces y llegan a ser exterminadoras en
culiivos mixtos; m4s adn, se han observado especies canibales sobre todo en monocultivos
saturados donde existen organismos dafiados o de menor volumen.

Cuando estos animales detectan comida s¢ desplazan en esa direceién y se posan sobre el
sustrato, en ese momento su faringe sale de 1a boca y se posa sobre el alimento. Muchas veces este
musculo se puede alargar hasta una longitud equivalente a la mitad de todo €l cuerpo del organismo.
La cavidad gastrovascular se llena entonces de particulas después de 30 6 80 minutos de haber
comido y empieza la digestién con enzimas proteoliticas, excretadas por células glandulares. A
continuacién la digestion se hace intracelular pues estas particulas de comida son englobadas por
¢élulas gastrodérmicas ciliadas. Este proceso se realiza en el lumen del animal que estd revestido
por células largas, vacuoladas, secretoras y fagociticas que recubren al epitelio {lamado
gastrodermis. En estos organismos no existe un sistema circufatorio. Los materiales estin
distribuidos a través de la cavidad gastrovascular (Figura 3).

1.1.4.- Respiracién

El intercambio entre el oxigeno y el biéxido de carbono ocurre a través de la epidermis, en
los microtubulos y se efectéa por difusién. Estos dltimos son més numerosos cuando las planarias

se encuentran en un medio con pudricién y con bajas concentraciones de oxigeno disuelio.

De hecho en estos organismos no se encuentran presentes moléculas de hemoglobina con su
micleo metdlico de hierro, en este caso es en la hemolinfa donde se transportan los gases y el

alimento; la molécula que oxigena a los tejidos se lama hemocianina,



Un papel importante de las planarias es durante la fotosintesis, ya que el oxigeno liberado
amente en este procese es consumido por los organismos, posteriormente éstos contribuyen con

do de carbono y compuestos de nitrégeno que son neeesarios para el metabolismo de las alges

e, 1977).
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Figura 3.- Aauricula; B, Boca; C, Cerebro; F, Faringe; LIntestino; O, Ovario; PE,
Pene: T. testiculos. Fuente Hymann. 1951,

5.- Excrecién
Su sistema de excrecién se basa en la existencia de varios ductos a lo largo de todo su

1po, ellos son responsables de sustraer todas las particulas que noe le son ya Gtiles al animal para
lmente desembocar en dos vias principales, es decir, las células protonefridias por donde
echan estos desperdicios, localizadas en el parenquima, a la vez que sirven de osmoreguladores.
' que estas células son las responsables del control del volumen y la composicién de los fluidos
porales. Los residuos nitrogenados son acarreados junto con €l agua y se eliminan a través de Ia

dermis (Starr, 1992),



1.1.6.- Sistemna nervioso y orgnos de los sentidos
Poseen un sistema nervioso muy desarroliado. El cerebro consiste en dos o més l6bulos o

ganglios, cerca de la parte terminal. Estos tienen a su vez algunas ramificaciones longitudinales que
cubren todo su cuerpo, de esta manera hay una abundancia de fibras sensoriales desde el cerebro
hasta su parte anterior final,

Sus ojos, ilamados también cuerpos refractantes de la luz, son los organos sensoriales méas
desarroliados, cada uno de éstos estdn finamente delineados por células sensitivas que estéin
conectadas a las fibras nerviosas.

1.1.7.- Reproduccién y desarrotio

La mayoria de las especies son hermafroditas y se reproducen sexualmente con fertilizacion
interna, en realidad las planarias tienen un elaborado sistema reproductivo. En la superficie ventral
se siian uno o dos poros genitales, generalmente en Ia parte posterior de la boca. De manera que
dos organismos se aparean ¢ intercambian esperma, este dltimo es guardado por un tiempo en la
cavidad principal del animal hasta fertilizar los huevos liberados por los ovarios.

Dentro de las Turberallias existen tres grupos los cuales se dividen segiin sus mecanismos de
reproduccion :

1. Las que se reproducen solamente de manera asexual, por fision. Aungue este es el habito
reproductivo menos comim en las planarias. Se ve afectado por factores fisicos como la
temperatura, pues sélo se ileva a cabo a temperaturas de alrededor de 10 °C, no siendo este el
caso con los demas tipos de reproduccion.

2. Las que se reproducen solamente de manera sexual, donde se necesita la copulacién, cada
planaria descarga su esperma en el saco copulatorio de su compafiera. La autofecundacién estd
1al vez excluida {(Hymann, 1979).

L2

Las que tienen la cepacidad de reproducirse tanto sexual como asexualemente. Siendo esta la
manera mds comun, En esta categorfa los organos sexuales se desarrolian en el invierno y la
primavera temprana, de manera que fos huevos son depdsitados durante Mayo y Junio. As{ al
cambiar la temperatura en otofio, los orginos sexuales se degeneran y la reproduccién es

enteramente por fision.



Los platehelmintos son los tnicos en el reino animai que poseen vna divisién en los ovarios
los regiones, una el germario, produce Gvulos fértiles, otra, el vitelario, produce células que
icnen nutrientes (Marshall, 1985).

En el caso de Dugesia dorotocephala se han observado muchas variedades fisioldgicas,
que raramente se ha observado la reproduccién sexual bajo condiciones naturales. Su ciclo de
| se conoce principaimente por los laboratorios de cultive. Las especies se reproducen
mimente y viven pocas semanas o meses, muriendo en verano u otofio después de haber
hicido huevos. A diferencia de las especies reproducidas por fision, viven més tiempo, cuya
icién en un medio de cultivo va desde dos hasta once afios. Dugesia es de las especies més

revas que se llegan a utilizar en experimentos de regeneracion de tejido.

Uno de los factores para la disminucién de lz tasa de crecimienio poblaciopal es la
repoblacion. Esto se ha observado gracias a una sustancia disuelta en el agua més que el hecho
ma disminucién en el oxigeno disuelto o por el incremento del diéxido de carbono en el agua,
do estos factores importantes para el crecimiento. Este proceso es interesante ya que las

1arias antoregulan su pobiacion sin necesidad de hambrunas, enfermedades o depredacion.

§.- Importancia ecoldgica y de estudio

Por su gran densidad geogréfica, se considera como el principal rol de las planarias en las
racciones biéticas de las comunidades bénticas (habitantes del fondo del cuerpo de agua), su
tribucidn en la dieta de otros animales. Estos hidrobiontes se pueden encontrar practicamente en
lquier cuerpo de agua dulceacuicola como lagos, estanques y rios, ademds de considerarse
ecies cosmopolitas ya que estan distribuidas alrededor del globo terrdqueo. En su mayoria se
plazan cerca de la supesficie. Las especies més comunes son : Cura foremanii, Dugesia

ofocephala, Polycelis coronata, Phagocata velata y Phagocata Morgani.
Son especialmente abundantes durante los meses célidos, especialimente en estanques con agua

, con congcentraciones de oxigeno mayores al 70 % de saturacion (Thorp, 1991). Siendo estos

umidores secundarios, algunos de sus depredadores son los nematodos, anelidos y algunos
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rusticeos ¢ insectos. Ademds esta especie se Hega a utilizar mucho en el laboratorio para estudiar la
egencracion de tejido y para ¢l estudio de comportamiento animal (Phycology, 2000).

1.1.9.- Medios de cultivo

Las planarias se deberdn de mantener en agua de dilucidn gue tenga las propiedades mas
cercanas a la dureza de donde fueron colectadas. El agua se cambiard diariamente para evitar el
incremento de la temperatura. El agua de la Have puede ser téxica. Algunas especies son capaces de
resistir condiciones anacrobias por largos periodos de tiempo, pero en realidad la mayoria requiere
condiciones altamente asrobias. Bajo condiciones favorables, la divisién por fisién puede ocurrir
cada 5 o 10 dfas. EI limite poblacional es de 2 planarias por 100 mL. de agua (Smith, 1973).

Como son animales fotonegativos, especialmente hacia la iuz moderada o fuerte, se llegan a
ocultar debajo de objetos, por esto es recomendable colocar rocas u otros objetos de manera que se

lleguen a fomentar las sombras en las peceras. De igual manera el contenedor deberd de estar
cubierto totalmente.

Cuando son cultivadas en el laboratorio, se deben de alimentar de una a tres veces a la
semana con carne fresca (especialmente con higado de res). Después de 2 6 3 h se retira el exceso
de comida. Pueden incluso estar sin alimente por meses pero su cuerpe se va reduciendo hasta
1/300 de su tamafio original ¥ se simplifica en la estructura. También se ha observado la avusencia de
reproduccion durante este periode de hambruna,

Pese a la alta capacidad de regeneracién de estos animales. son muy delicados y cuando se
llegan a manejar bruscamente en el laboratorio, ficilmente se pueden romper o causar alguna
irregularidad en su cuerpo.

1.2.- Zinc

1.2.1.- Propiedades fisico — qufmicas
El Zn es un metal suave blanquiazul, que se solidifica en cristales hexagonales, pertenece al

grupo [IB de la Tabla Periddica de los Elementos, su numero atérico es el 30 y su masa atdémica es
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5.38. su densidad de 7.14 g/cm”, Su punto de fusion es de 419.58 °C y su punto de ebuilicion es
B . Ll BU RULENG (ALUDAL SSGd COMPUESIO GE CINCO 1S0OPOS eSIanies, 00RO AdIoacivos ¥ £

i astado de oxidacién es 42 v tiene una tendencia fuerte a reaccionar con compuestos
os, alcalinos (formando zincatos) e inorganicos. Se presenta como franklinita (ZnQ) o gamita
Aly0;) siendo ambos estables al aire, aunque se llegan a oxidar y se recubren de una capa

LAY GE CATOORMO | DUVRVEATL, 1YY0).

2.- Importancia comercial

Este metal se ha venido usando tanto en aleaciones como en lociones medicinales desde
ipus ancliGlSs @ ia ¢fa crisuana, iEn el sigio cuario de esia era, se empezaba ya a usar para la
juccion del latén. Hoy en dia su produccién es del misme orden de magnitud que el cobre,

1o o plomo.

Uno de los cinturones mineros més importantes del mundo estd localizado en territorio
ional y va desde el sur de Arizona hasta la parte central de México, con una extension de 61,000
taréas y ha sido explotado desde hace 400 afios. La produccién durante 1999 de esta regién
endio 2 5.12 millones de toneladas (Biz, 2000).

En la naturaleza, ocurre en la mayoria de los minerales con una concentracién media de 70
’kg. Su uso principal radica en la proteccién de} acero por el método de la galvanizacién, la
ventaja es la pérdida de basta un 20 % del metal durante el proceso; también se Hega a utilizar en
ciones con otros metales; como polvo (para pigmento o agente reductor en reacciones
anicas); como oxido de zinc {en productos farmacéuticos como unglientos), en la industria
ductora de hule, en ¢] papel de fotocopiadoras, en pinturas, en vidrios, lubricantes, en la
nufactura del rayén y otros productos (Giesler, 1983).

Las emistones antropogénicas del metal en la forma 2+, emitidas a Ja atmoésfera se caleula

n de 8 400 000 t/afio, comparades con las emisiones naturales de los volcanes y polvo en geticral



jue es de 360 (00 tafio (Galloway, 1982). Las principales fuentes de coniaminacién son los

fiventes industriales y las emisiones en forma de fino polvo.

1.2.3.- Distribucién en ¢l medio ambiente
1} Suelos

La concentracion del Zn®* en suelos contarninados van de 10 a 300 pg/g, encontrdndose un
oromedio de 20 pg/g (Merian, 1991). Los niveles en los diferentes depdsitos varian segin la
actividad humana y por el valor del pH predominante en el suelo. En la Ciudad de México se ha
observado, en la Sterra del Ajusco, niveles desde 33.1 hasta 95.2 pg/g (Quiroz, 1999).

Alpunas de las técnicas propuestas para limpiar suelos contaminados es lavarlos con
soluciones de NayEDTA y Nag8;0;, en estos tratamientos se ha visto que se puede eliminar hasta tm
25 0 30 % del metal presente (Albumaizar, 1999).

b) Agua

En los ocednos se estima una concentracién de entre 0.003 a 0.6 pg/L en forma natural, Por
el contrario los dépositos de agua dulce, especialmente en los rios, son frecuentemente
contaminados por efluentes y desechos sélidos de industrias. En las superficies de los cuerpos de

agua, este metal se puede llegar a unir a arcillas o Hega a precipitar con 6xidos de Manganeso o
Hierro.

Para consumo humano se establecié el limite de 200 pg/L (EPA, 1980). Sin embargo para
1984 el limite permisible para consumo humano segfin la OMS era de 50 pg/L. En algunos lugares
contaminados como el Rio Ebro en Espafia s¢ han encontrado concentraciones desde 8,20 hasta 325
re/L disueltos en el agua en diversos sitios rastredos (Ramos, 1999).

Este metal se comporta en solubilidad muy parecido al caicio. Se llega & encontrar
generalmente en concentraciones de 0.05 - 1 ug/L en cuerpos de agua, su exceso llega a ocasionar
un efecto astringente, por lo que el valor miximo para humanos es de 5 pg/L. Algunos de sus
compuestos ilegan a formar oxidos de zinc solubles en pH de 7 a 9 mientras que a un pH superior al
10 predomina el hidrdxido de zine (Kemmer, 1979).



Animales v plantas

El contenido en plantas varia mucho seglin la especie, la estacién del afio, el suelo de
tivos y el origen del agua de irrigacion. Se ha estimado que el contenido normal en plantas varfa
de 15 hasta 100 pg/g de peso seco (Travieso, 1999) ,

Por otro lado, se sabe que una buena fuente de obtencién del metal en la dieta es a través de
same (que posee de 20 — 60 p1g/g en peso hamedo) y pescado (15 ug/g de peso himedo). En otro
> de alimentos, el contenido es muy variable, los vegetales y los cereales contienen alrededor de
— 60 pg/g de peso himedo (Lopez, 1999).

En cuanto 2 los organismo se han reportado ya especies de intéres comercial, destinados
3 consumo humano con concentraciones muy elevadas del metal, estos organismos se llegan a
cat en zonas contaminadss, un ejemplo es el camarén Xiphopenaeus krayeri, consumido en
3sil donde se observo copcentraciones desde 25 hasta 171 pg/g de tejido hiimedo (Mantelatto,
39).

Humanos

En el hombre este metal se llega a encontrar pricticamente en todos los tejidos y fluidos
porales, de hecho ocupa ¢l segundo lugar de abundancia en el cuerpo de los elementos de
nsicion, después del hierro. Encontrandose bajo condiciones fisioldgicas en su forma dicatiénica
1™} (Kaim, 1994).

Algunos desordenes corporales se deben a la deficiencia del metal. En un individuo de
roximadamente 70 kg se estima que posee un total de 2300mg, siendo el musculo y los huesos el
ncipal reservorio (62.5 y 28.5 % respectivamente), seguido del higado (1.8 %). Se conocen més

200 proteinas, de las cuales cerca de 70 son enzimas, algunos ejemplos de estas dltimas son la
hidrasa carbonica, carboxipeptidasa y la alcohol deshidrogenasa, sin olvidar su papel fundamental

el crecimiento (Lindeman, 1980). Otras actividades fundamentzles se encuentra en la
abilizacién de la estructura cuaternaria de algunas enzimas, y en la secrecién de hormonas como
testosterona (McDowell, 1992). En la etapa fetal el metal llega al infante por medio de la placenta
TO como e} tracto gastrointestinal esta todavia inmaduro este no se llega a absorber y esta puede
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ser una de las razones por las cuales algunos bebes prematuros (25 — 30 semanas de gestacion)
nacen con deficiencia del metal, produciendo asi problemas como depresion del sistema
irmunolégico (Prasad, 1993). Otros problemas causados por la falta del metal son problemas
cardiacos Jos cuales provocan problemas en la presidn sanguinea (Brown, 1987). Sin embargo por

su exceso también se han visto procesos interesantes como los que se mencionan a continuacion.

1.2.4.- Toxodindmica

En los invertebrados que viven en zonas industriales donde los sistemas estdn alterados, la
biodisponibilidad del los contaminantes aumenta considerablemente (Krishnamurthy, 1992). Estos
organismos, desde el punto de vista fisiolégico, pueden evitar la intoxicacién por metales
reteniendofos en una forma inactiva, en compartimentos intracelulares o por la excrecién de metales
asimilados (Kramarz, 1999). En algunos peces se ha observado que su exposicién en aguas
contaminadas con Zu provoquen un cambio cn la estructura de las brenquias y como resultado
dificulten ¢l intercambio gaseoso (Bianchini, 1999).

En el humano sus efectos toxicos son muy diversos y se han llegado & reportar casos de
intoxicacion ya sea por inhalacién o ingestion directa, ejemplos de esto son los causados por
alimentos 4cidos que se llegan a guardar en recipientes galvanizados {Koren, 1991). Por inhalacién
ocupacional en forma de oxido de zinc también se han reportado casos con los sintomas de tos
constante, fiebre, natiseas, fatiga y pérdida de la tonalidad muscular, reportindose en algunos casos
edema pulmonar y neumonitis (Berglind, 1984).

El consumo diario superior a los 2 g llega a producir emesis y cotrosién gastrointestinal. Un
posible tratamiento en contra de la intoxicacién es el uso de un quelante como ¢l EDTA, ya que se
ha visto que normaliza Jos niveles del toxico pero no se ha llegado a estandarizar como antidoto

debido a la poca evidencia clinica (Barceloux, 1999),

A pH fisiologico llega a polarizar sustancias, incluyendo al agua (Coleman, 1998). Dada su
configuracién electronica, prefiere niimeros de coordinacién bajos, al unirse a enzirmas estas @ltimas
serén las que determinen la geometria de coordinacitn, siendo generaimente en forma de tetraedro,
por tratarse de un orbital tipo d (Kendrick, 1992).



En enzimas claves como la anhidrasa carbdnica (gue llega a transformar el diéxido de
ono en carbonato 4cido en presencia de agua), el metal es fundamental ya que no se podria
r a cabo la reaccidn, de este manera la enzima no podria realizar su fumcidn. En otras enzimas
o la fosfatasa alcalina y la aldolasa tiene un papel parecide. También acelera las reacciones de
era que los procesos bioquimicos como 1a fotosintesis, respiracion y control del pH sean mucho

eficientes,

A nivel genético, juega un papel importante en el crecimiento y est4 presente en los orgénos
oductivos. Desde 1980 se han estudiado unas proteinas que reconocen la secuencia del dcido
ssirribommciéico (ADN), sirven para la transcripeién del mismo. Estas contienen residuos de
ximadamente 30 aminoécidos reflejando asi coordinacién con el metal, por esto se les ha
ado dedos de Zn. De hecho, €l 1 % del ADN humano se codifica con estas molécufas (Kaim,
£).

En complementos alimenticios de 50 mg/dia disminuyen el colesterol-HDL en varones
ltos, pero si se toma por més de un perfodo de 5 meses puede causar irritacidn gastrointestinal y
ittos (Maham, 1995). La dosis minima para humanos del ZnC); se ha estimado de 50 mg/kg de
> mientras que para el Zn8Q,4 es de 106 mg/kg de peso (Merian,1991).

Se ha visto una correlacion entre ia ingestidn prolongada del metal y el desarrollo de cncer
fageal en humanos, adernds en cultivos de linfocitos humanos expuestos al xenobidtico se
ementa el nimero de células con fragmentacién cromosomal, diploidia v dicentrismo (Chang,
6).

En el cuerpo se liegan a presentar interacciones entre varias sustancias, se ha encontrado
fencia de un efecto antagénico débil si se llepa a administrar con niquel, asi en los casos de
inogénesis se puede lograr latencia tumoral. De igual manera si se llega a adminijstrar con
mio, protegerd contra la necrosis testicular enfermedad producida solo por este metal. Esta
teccién se cree posible ya que el Zn al ingresar al cuerpo empieza a producir metalotioneinas,
comitantemente éstas llegan a secuestrar los metales carcinogénicos ya antes mencionados
ulkes, 1990},



[.3.- Toxocinética
) Absorcidn

Se absorbe principalmente en el intestino, el primer paso consiste en su transferencia del lumen
fel intestino a la mucosa celular por un acarreador que parece transportar a una forma quelante
McDowell, 1992). Su absorcién en la mucosa intestinal estd regulada aparentemente por una
proteina, sintetizada en el higado, llamada metalotioneina. Esta sintesis est influenciada tanto por

la concentracion del metal en ¢l plasma como la ingestidn de este por 1a dieta.

Algunas sustancias zumentan su absorcién como la caseina, aceites vegetales y agentes
uelantes (EDTA); otras llegan a disminuir su absorcion como el fosforo, cobre, cadmio y ¢tomo.

b) Distribucion

Una vez en el plasma, se distribuye en dos grandes fracciones. Dos terceras partes se unen a la
alblimina para después ser captados por los tejidos v el resto se unen a la ®-2-macroglobulina
(Merian, 1991).

Los principales lugares de depésito en el cuerpo son en los huesos y el Sistema Nervioso
Central, siendo este un proceso relativamente lento. Los tefidos donde se liega a acumular es
principalmente en el pancreas, el higado v el rifion. De hecho, el principal reservorio es en las
metalotioneinas distribuidas por todo el cuerpo segin las necesidades metabolicas, En forma
intracelular, este metal se encuentra en un 80 % en ¢l citosol v solamente el 20 % restante esti en la
parte celular.

e} Excrecidn

La principal via excretora es a través de las heces, solo una pequefa fracci6n se elimina por la
orina, unido a2 amino4cidos y porfirinas. Por Ja leche materna también se liega a secretar. En
adultos, de una toma diaria de 10 2 15 mg del metal, el 90 % se desecha por las heces.



~ JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

.1.- Justificacién

Debido al extenso uso de los metales en las grandes indusirias, su descarga se realiza
rincipalmente en cuerpos de agua dulce, como las corrientes de Ios rios y Iagos, de manera que los
yntaminantes pueden llegar a cualquier parte del mundo.

El siguiente trabajo se realizd para comprobar el grado de contaminacién presente en el
igar de estudio, esto es de suma importancia por la ubicacién de la presa y por ser fuente
bastecedora de alimentos y agua a las poblaciones cercanas,

.2.- Objetivo general

» Evaluar la toxicidad y la capacidad de bioconcentracién del Zn®* por la planaria Dugesia
dorotocephala, como ejemplo de Ia fauna que habita en el sedimento de la presa Ignacio
Ramirez (PIR).

3. Objetivos particulares

» Caracterizar las propiedades fisico — quimicas del sedimento de la (PIR).

» Evaluar la toxicidad aguda del Zn** con y sin sedimento en la planaria en un sistema de flujo
continuo.

s Evaluar la toxicidad subletal del Zn®* sembrado en sedimento natural (de la PIR) en la planaria
en sistemas de flujo continue.

» Evaluar el impacto del Zn** en sedimentos naturales y en planarias en un sistema de flujo
continuo.

* Establecer los niveles no téxicos del Zn*" para la planaria en un sistema de flujo continuo.



.- PARTE EXPERIMENTAL
.1.- Andlisis Fisicoguimico de los sedimentos

.1.1.- Determinacién del porcentaje de materia organica.

Se tomo sedimento del mismo lugar que se colectaron los organismos, siendo este donde

esemboca la presa. Esta prueba se realizé segiin el método de Wakley y Black (Aguilar, 1991).

“omo primer paso se cernié el sedimento en una malla No. 50; se coloct en un matraz Erlenmeyer

g del tamizado y se agregaron 10 mL de una solucion que contiene 1 N de KxCrO7 v 20 mL de
1:804 concentrado, se agité la mezcla y se empez6 la digestién sobre una parrilla a 70 °C. Después
e 30 min se agregaron 200 mL de agus desionizada, 10 ml. de H;PQ4 concentrado y 1 mL de
ndicador de Difenilamina. Posteriormente, la mezcla resultante fue valorada con una solucion que
ontiene 1 W de FeSO,4 hasta obtener el vire de color. La riqueza de materia orgénica en el

edimento s establecid segin los parémeiros presentados en la Tabla 1.

Las reacciohes que se efectiian son las sigunientes :
KoCrOr+ 8 804 +3C  — 9 2Cr(S04)3 +2 Ka804+3 COx + 8 HXO

LCr0q + 7 HpSOy + 6FeS0s — K804+ Cra(804)3 + 3Fex(S04); + TH0

.os calculos se realizaron de la siguiente manera :

% Carbono organico = (V; -V} N x 100

Peso de la muestra

/1 = Volumen del sulfato ferroso para el testigo
/» = Volumen del sulfato ferroso para ia muestra
v = Normalidad del sulfato ferroso



Tabla 1.- Clasificacién de los suelos en funcién de su contenido de materia organica*

dnterpretacion
- COFZamed LT

0.00-0.25 Extremadamente pobre

0.26 - 0.50 Muy pobre

0.51 - 1.00 Pobre

1.01 -2.00 Mediano

2.01-3.00 Rico

3.0t —4.00 Muy rico

Miés de 4.0 Extremadamente rico
*Nava, 1996

.~ Determinacion de la fimedad

Para realizar la prueba se secd el sedimento al aire como parte de los preparativos a la
1a. Se colocaron 10 g en una estufa Riossa a una temperatura de 110 °C y se registrd el peso
24 h hasta obtener un peso constante. Posteriormente se calculd el contenido de ia himedad
sase a la diferencia del peso del pesafiltro vacio y Hleno con la siguiente formula:
imedad = (Peso del sedimento hiimedo — peso del sedimento seco) x 100

.- Determinacion del pH

Se tomaron 50 g del sedimento, previamente secados al aire y se vertié en un vaso de
ipitados de 250 mL adicionando 100 mL de agua desionizada, se agitd €l sistema durante 30
y se dejo reposar otros 30 min més para dejar sedimentar el sistema, posteriormente se ley6 el
del sobrenadante en un potenciémetro Conductronic modelo pHI120 a 20 °C ajustando
1amente con dos soluciones amortiguadoras estindar de pH 4y 7.

.- Deterrainacion del Nitrégeno total.

Como en el sedimento se presentan tanto particulas orgénicas como inorgénicas, se
tificardn ambas formas.

Se colocaron 3 g de la muestra en un papel filiro, se envolvieron y se depositaron en un
az Kjeldahl, posteriormente se adicionaron 10 g de la mezcla digestora (ver glosario) y 10 mL
1;80, concentrado. Se empezd la digestion y se calentd hasta que la solucion presentd

sparencia total y un ligero color verdoso. Después de realizado este proceso, la mezcla se diluyé
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on 200 mL de agua destilada, ie agregaron granallas de Zn v perlas de vidrio y se empezb la
lestilacion, El destilado s¢ recogi¢ en un matraz Erlenmeyer que contenia 50 mL de acido Borico at
1 % y 1 mL del indicador de Wesselow. Posteriormente se le agregaron 150 mL de una solucién de
NaOH al 45 % y el amoniaco desprendido se titulé con HCI 0.1N hasta notar un cambio de color.
Simultaneamente s¢ desarrollaron blancos siguiendo el mismo procedimento en ansencia de la
nuestra.

Para calcular el % de nitrégeno se wilizd la siguiente formula:
Y nitrégeno = (M —B) x N x 100
Peso de la muestra
M = mL de HCI consumidos por la muestra
B = ml. de HCI consumidos por el blanco
N = Normalidad del HCI

3.1.5.- Analisis granulométrico

100 g de sedimento se secaron en la estufa Riossa a 8¢ °C por 24 h antes de tamizar. Se
lamizd sucesivamente a través de mallas del No. estindar 200 (0.0625 mm), 140 (0.088 mm), 100
(0.125 mm), 80 (0.177 mm), 50 (0.35 mm), 30 (0.5 mm) y 10 (2 mm) las cuales se agitarén durante
15 min en cada caso. Después de cada caso el sedimento obtenido fue pesado (Wenworth, 1970).

3.2.- Material Bioldgico

Las planarias se obtuvieron de la presa Ignacio Ramirez, se trasladaron en condiciones de
aereacidn constante, temperatura de entre 18 — 24 °C con agua y sedimento del lugar de la colecta.
Una vez en el Jaboratorio, se mantuvieron en peceras de vidrio de 40 ml, bajo las condiciones
mostradas en la Tabla 2. Estas condiciones fueron establecidas previamente (Martinez-Tabche,
1997). Las planarias se mantuvieron en estas condiciones por lo menos una semana antes de
someterlos a las pruebas de toxicidad ya sea del tipo agudo o subletal, para evitar tener un factor de

variabilidad més que alteren los resultados.
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Tabla 2.~ Condiciones de mantenimiento de las planarias en el laboratorio.

T 18-22

Agua reconstituida Agua semidurs
pH 70175
Alimento Higado de res 2 veces por semana
Aereacion 24h
Yluminacin 16 hdeluzy 8 h de oscuridad (de
las 22 a las 6 h del dia sigujente)

- Determinacion de la toxicidad aguda del Zinc.
- Enel agua
ealizd la determinacion de la CLsg it las condiciones mostradas en la tabla siguiente.

fi o2 Parametves o

Tabla 3.- Condiciones del bioensayo para medir la toxicidad aguda en el agua de Zinc.

" Volumen de los recipientes de prueba 100
Volumen de prueba 30 mL
No, de concentraciones ensayadas 5 més el testigo
No. de replicas por concentracién 3
No. de organismos por prueba 15
Temperatura 18~20°C
Agua de dilucidn Agua semidura
Iluminacion Fotoperiodo de 16 ki luz y 8 h obscuridad (de
lzs 22 a las 6 h del dia siguiente)
Duracién del bioensayo 9 h
Respuesta evaluada Inmovilizacién (mortalidad)
Tipo de ensayo Estatico, sin renovacion del medio

Las concentraciones utilizadas fuerdn de 6.25. 12.5, 25.0, 50.0 y 100.0 ppm d¢ Zn a partir de
al de sulfato heptahidratada. Los organismos se mantuvieron en ayuno 24 h previas a la prueba

tber, 1991). Para determinar el valor de la CLso se utilizo el programa Montpellier, Fevrier

7. ¢l cual se¢ basa en las unidades probitas.
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3.3.2.- En ¢l sedimento
Se disefié un sistema que fuera dindmico, de manera que cumpliera con la condiciones de la
tabla enseguida preseniada.

Tabla 4.- Condiciones del bioensayo para medir la toxicidad aguda en presencia del sedimento de Zine.
Condicid - ,

Volumen de losrecpientes de prue 7 15
Volumen de prucha 300 g sedimento / 1200 mL de agua
No. de concentraciones ensayadas 5 més el testigo
Neo. de replicas por concentracion 3
No. de organismos por replica 10
Temperatura 18-20°C
Agua de dilucion Agua semidura
Tluminacién Fotoperiodo 16 h luz y 8 h obscuridad {(de las22 a las 6
h del dia siguiente)
Duracién del bioensayo 9% h
Respuesta evaluada Inmovilizacion (mortalidad}
Tipo de ensayo Dindmico sin renovacion del alimento y de la solucién
| de prueba.

Las concentraciones utilizadas fueron de 10.00, 11.22, 12,58, 14.12 v 15.84 ppm a partir del
sulfato heptshidratado. Los animales se dejaron en ayuno 24 h antes del experimento. Para el
ensayo testigo se utilizé sedimento artificial, preparado de Ja signiente manera: arena, caolinita y
materia organica (estiéreol esterilizado de vaca) en proporcion 70;25:5, respectivamente, Se midi6
la mortalidad de los organismos v se obtuvo la CLs en el programa de computacién antes
mencionado. Cabe mencionar que como preparativos se incorpord la solucién con el toxico y se
dejé llegar al equilibrio (después de 3.5 h), ademds se conservd la proporcion de sedimento — agua
(1:4) siendo estd la condicién m4s apegada a la realidad de 1a PIR.

3.4.- Toxicidad subletal

En base a los resultados de la toxicidad aguda se determinaron las concentraciones para este
ensayo. Se probaron seis concentraciones de prueba en un intervalo entre la concentracion del metal
enconirado en el sedimento (0.1296 ppm Zn) v la CLo en el sedimento (4.4289 ppm Zn). Las
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entraciones utilizadas fuerdn las siguientes : 0.1296, 0.2592, 0.5172, 1.5356, 3.0640, 4.4289
Zn a partir de 1a sal ya antes mencionada,

El sistema agna — sedimento se dejé Hegar al equilibrio y se colocardn los organismos,
ira 4) estos se conservarSn en ayuno 24 h antes de las pruebas, asi también durante las 96 h de
ion del experimento no se les alimento. Transcurrido este tiempo se procedio a cuantificar la
entracién de proteinas totales, metalotioneinas, hemocianina y Zn en los organismos, ademas
n presente en el agua y el sedimento del sistema.

»
<« OXIGENACION

<4 FLUJO DEL AGUA DE
DILUCION

Figura 4.- Sistema de flujo continuo utilizado en las prucbas de toxicidad.
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}.4.1.- Homogeneizado del tejido

Se pesaron 0.5 g de tejido de planaria y sc suspendierén en 20 ml de una solucién
mmortiguadora de tris pH 7; Ia mezcla se mantuvo en un bafio de hiclo durante todo el
rocedimento. A continuacién se homogeneiz6 en el aparato Stir - R modelo 863C, en ciclos de 15
ieg de agitacién y 45 seg de descanso, por 3 min, El sobrenadante se centrifugé en el instrumento
Termle modelo Z360K a 12 800 rpm, 15 min a— 5 °C, Para las pruebas bioquimicas se trabajé con
;1 sobrenadante.

}.4.2.~ Proteinas
Se realiz6 en base al método de Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron 25 pL del
iobrenadante, se les agregaron 75 pL de agua deionizada y 2.5 mL del reactive de Bradford. Se
rgitaron los tubos, se dejaron reposar por 5 min y a continuacién, se determiné la absorbancia a 595
im. Para la curva patrén se utilizaron los datos presentados en la siguiente tabla.
Tabla 5.~ Curva patrén para la preeba de las proteinas.

conin e s mAlbuming (uby*oo o Agua deionizada (pLyo
“Tubo e e LR

10 20

1

2 25 75

3 50 50

4 15 25

5 100 ¢
Blanco i} 100

* D¢ una solucion de 1000 ppm (1000 pg/mL)

3.4.3.- Metalotioneinas
Este método se basa en la determinacién indirecta de las metalotionefnas por medio de la
mitn de plata en condiciones extremas (Scheuhammer, 1986).

3.4.3.1.- Preparacion de membranas de eritrocito humano.

Se colocaron 2 mL de sangre de humano de 25 afios, en un matraz volumétrico de 100 mL;
¢ les agreparon 4 mL de una solucién KC1 al 1.5 %, 1 mL de Heparina (concentracién de 1000
J.I/mL) y 70 mL de agua desionizada. Después de 3 min, la mezcla se centrifugé a 3000 rpm por 5
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Se desecho el sobrenadante y al sedimento se le agregaron 30 mL de KClal 1.15 %, sc agitd y
1vié a centrifugar en las mismas condiciones. Al sedimento se le agregaron 20 mL de una
i6n amortiguadora Tris HCL 30 mM de pH 8 y se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 min a 10
1 sedimento final fue resuspendido en solucién amortiguadora Tris HC1 30 mM de pH 8.

2.~ Medicién de las metalotioneinas

Se mezclaron 400 gL del homogeneizado de las planarias con 400 PL de una solucién
tiguadora de Glicina 0.5 M, pH 8.5 y 250 pL del estindar de Plata de 1000 ppm. Se agitd la
la suavemente y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se les adicionaron
UL del hemolizado, y se calentd la mezela a 75 °C en un bafio Maxia por 5 min. La mezcla se
ifugé a 10 000 rpm, 5 min a 25 °C, separandose el sobrenadante y se repitié el proceso tres
s miés. El sobrenadante final se conservd en HNO; al 3 % en proporcion 1:10 viv
enadante/acido).

El contenido de la plata se determind por absorcitn atémica a 328.1 nm en ¢l instrumento
trAA 100/200 manejandose las signientes condiciones de prueba: tiempo de medicion de la
tra, 3 seg; tipo de flama, aire/acetileno; flujo de aire, 13.5 L/min; flujo del acetileno, 2 L/min.
ecturas de las muestras s¢ compararon contra una curva patron de concentraciones de 1, 2, 3, 4
pm de Plata,

.- Hemocianina

Esth prueba se realizo por el método de digestion 4cida, para esto se colocaron 1.0 mL del
pgeneizado de planaria ¥ 10 mL de HNO; concentrado en un tubo Nalgene de capacidad
ma de 30 mL. La mezcla se calenté en una autoclave a 121 °C y 1.5 Ib de presién por 30 min.
criormente, las mezclas frias se diluyen 1 a 10 con HNO; al 3 % y se ley6 a 324.8 nm en el
ctro de absorcidn atémica SpectrAA 100/200 manejandose las siguientes condiciones de
ba: tiempo de medicién de la muestra, 3 seg; tipo de flama, aire/acetileno; flujo de aire, 13.5
n; flujo del acetileno, 2 L/min. Las lecturas de las muestras se compararon contra una curva
in de concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10 ppm de cobre (Martinez - Tabche, 1999).



1.4.5.- Cuantificacién del zinc

Para la cuantificacién de este metal, se mezclaron en tubos Nalgene de 30 mi, 1 g del
iedimento o 1 mL de agua o 1 mL del homogeneizado, con 5 mL de HNQ; concentrado y algunas
serlas de ebulliciép. Las mezclas se calentaron en un autoclave a 121 °C y 15 Lb de presidn por 30
nin, Una vez enfriadas las muestras, se cuantificé la concentracion del metal a 213.9 nm en el
sspectro de absorcion atémica SpectraAA 100/200, manejindose las siguientes condiciones de
srueba: tiempo de medicion de la muestra, 3 seg; tipo de flama, aire/acetileno; flujo del aire, 13.5
_/min; flujo del acetileno, 2.12 L/min. Las lecturas de las muestras se comparan confra una curva
satrén con coneentraciones de 0,25, 0.50, 0.75, 1.0 y 1.25 ppm del téxico (APHA, 1995).

3.6.- Calculo def factor de bioconcentracitn y analisis estadistico
Este factor es el resultado de la proporcién del metal que se encuentra en el organismo con
:especto al encontrado en el sedimento, y se calcula de 1a siguiente manera :

FB = % recuperacin en la planaria
% recuperacion en el sedimento

% recuperacion en la planaria = Zn encontrado en el tejido bimedo x 100
concentracion inicial de Zn probada

% recuperacion en ¢l sedimento = Zn encontrado en el sedimento hiimedo x 100
concentracién inicial de Zn probada

% recuperacion en el sgua = Zn enconirado en el agua x 100
concentracién inicial de Zn probada

Los andlisis estadisticos que se realizardn fueron las pruebas de andlisis de Varianza y una

comparacion de las medias de Duncan (Miller, 1992). Los respectivos resultados se¢ muestran en los

resultados.
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ISULTADOS

_aracterispcas dej sedimento.
Como se puede apreciar en la Tabla 6 se llegd a obtener un valor de 1.03 % de materia

jca lo yue corresponde a un suelo medianamente enriquecido. La hurnedad con un valor del
refleju un suelo rico en agua. El pH medido fue cercano 2 ser neutro, El valor obtenido del
jeno total (0.35 %) muestra que ¢l sedimento de la presa Ignacio Ramirez es pobre en esic
anto. En el caso del andlisis granuloméirico, la Tabla 7, muestra que el 96.12 % del sedimento
ncentra en las mallas 10.30, 50 ¥ 80, siendo esta una seftal de homogeneidad de la muestra ya
yrhcticamente tres cuartos del sedimento presentardn el mismo tamatio de particula .

.- Propiedades fisi icas
Tabla 6.- Resultados de las pruebas al sedimento de PIR

:Restritado"

Porcentaje de materia orginica 1.03%
Porcentaje de humedad 1.8-2.0%
Determinacion del pH 7.04
Porcentaje del nitrogeno total 0.35%
Analisis granulométrico Ver tabla 7

Tabla 7.- Andlists granulométrico del sedimento

alla-: - Porcentaje de muestra retenida.

10 0.99 %

30 i1.02%
50 73.58 %
80 11.52%
100 0.50 %
140 0.60 %
200 0.60 %
Base 1.2 %

2%



2.- Toxicidad aguda del zinc

En cuanto al efecto téxico de Jos animales se llego a notar una disminucién en sus movimientos
omo primera respuesta gl t6xico, se llego hasta una inmovilizacién total y después lentamente se
1eron fraccionando en pedazos y desprendieron una mucosidad blanca para finalmente deshacerse
or completo al perder piel, en la Tabla 8 se muestran los resultados de esta prueba.

.2.1.- Los resultados de Ia toxicidad del zinc a las 96 h en el agua.
Tabia 8.- Resultados de 1a toxicida aguda en a8gua 2 las 96 horas*
0:de - - vo.de’ -~ Logmdela i %

079588 | 3444 | 4.59810

12.5 15 o0 38 1.09691 4222 4.80283
25.0 15 90 52 1.39794 57.78 5.197M7
50.0 15 90 77 1.69897 85.56 6.06489
100.0 15 90 90 2.00000 100.00 $.40000

*Datos obtenidos del programa Monipellier, Fevrier 1987.
A partir de estos resultados se caleuld la ecuacion de larecta (Y = 1.89802x + 2.83842), esta

rueba muestra an coraportamiento de Jos organismos lipeal, Con esta ecuacién se determind los
ardmetros indicados en la Tabla 9.

Tabla 9.- Parimetros indicadores de toxicidad aguda*

Pariinetra .~ Valor - - Limite inferior - Limite superior -

- Lso 11377 ppm 7.44 ppm 25.49 pp
CL2 4.96 ppra 1.71 ppm 14.36 ppm
CLyy 65.17 ppmn 24.67 ppm 172.21 ppm

*Con yn limite de confianza del 95 %

Como se puede apreciar en esta tiltima tabla efectivamente el valor de la CLs se sithio en un lugar

nedio de las concentraciones probadas, esto indica que los matamicntos propuestos siguen una cierta logica.
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«~ Los resultados a las 96 horas en los sistemas de agua - sedimento.

Aunque en el sistema natural siempre estarin presentes ambos elementos (agua y
nento), es importante realizar este tipo de pruebas primero solo con agua para tener como
encie el comporiamiento del 16xico con un solo elemento. Posteriormente al probarlo con ua
iento adicional como el sedimento, generalmente se llega a observar un aumenté del efecto
20, debido a su interacion con el tamafio de grano, los resuitados se muestran en ia tabla 10.

Tabia 10.- Resultados de la toxicida aguda en sedimento a las 96 horas*

W0 | 10 | 6 | 6 | 100000 | 1000 | 317315

11.22 10 60 17 1.04999 28.33 442484
12,58 10 60 38 1.05968 63.33 5.34204
14.12 10 60 42 1.14983 70.00 5.52640
15.84 10 60 30 1.19976 83.33 5.97133

*Datos obtenidos del programa Mantpellier, Fevrier 1987.

Se calculd la ecuacién de la recta (Y = 11.07722x — 7.15959) y asf, a partir de esta
1cién, se determinaron los pardmetros indicados en Ia Tabla 11. En este sistema el porcentaje de
tandad es pequefio en la primera concentracién probada (10 ppm) ya gue solamente es del 10 %,
1 caso de la concentracién de 11.22 ppm de Zn, se incrementa en un 18.33 % con respecto a la
rior, en la tercera concentracion (12,58 ppm Zn) crecio en un 35 % con respecto a la inferior
ediata y la cuarta concentracion (14.12 ppm Zn) crecio en un 6.67 % con respecto a la infetior
ediata, as{ en la Gltima concentracidn (15.84 ppm} vuelve a dar un brinco del 13.33 % con
ecto a su anterior inmediata. En este sistema los organismos llegaron a presentar el mismo
to téxico que en el caso de la toxicidad aguda en agua.

Tabla } 1.- Pardmetros indicadores de toxicidad aguda*

Parametro.. . Valor .. . Limite inferior - Limite superior.

12.52 ppm 11.87 ppm 13.21 ppm
Clag 10.51 ppm 9.68 ppm 11.42 ppm
CLyg 16.34 ppm 14,68 ppm 18.20 ppm

*Con un Himite de confianza del 95 %



4.3.- Toxicidad subletal del zinc,
4.3.1.- Proteinas.

Aunque aqui se legan 2 cuantificar todo tipo de proteinas en general se observa un
incremento debido a las metalotioneinas, proteinas que son sensibles a los metales y en presencia de
estos tiltimos su produccién aumenta.

Asi podemos ver en el control (Tabla 12) una concentracién de 0,01298 mg/g tejido
hiimedo, en la primera concentracion probada (0.1296 ppm Zn) llepo a incrementarse en un 3000 %
con respecto al testigo. En la segunda concentracién probada {(0.2592 ppm Zn) llego a aumentar al
doble con respecto a la inmediata anterior al incrementarse practicamente el doble la cantidad de Zn
presente en ¢l organismo. En la concentracion de 0.5173 ppm de Zn sucedio algo semejante a la
concetrracion anterior. Al tener 1.5356 ppm de Zn se triplico la cantidad del téxico y la cantidad de
proteinas encontradas se triplico de igual manera. En la concentracion de 3.0641 ppm de Zn se
incremento practicamente ¢l doble de la cantidad del t6xico con respecto a la cantidad imferior
inmediata y las proteinas aumentaron al doble con respecto a la anterior inmediata aunque Ia
concentracion encontrada de Zn en el organismo ne se duplico sino que aymento mucho mas,
précticamente se triplico. De hecho en la regresidn lineal, ¢l cosficiente de correlacitn al cuadrado
es de 0.9723, de esta manera el ltimo resultado es concordante ya que la linealidad se empieza a
perder. En la tltima concentracion de 985 ng/g tejido hiimedo se Hega a encontrar un incremento de
cerca del 200 % con respecto a la anteror, mientras las proteinas Hegan a aumentar un 100 %
apréximadamente,

Tabla 12.- Contenido de proteinas en Jos tejidos de las planarias en funcién de las concentraciones de

zinc encontradas en la planaria®.

sl fo i -h ti'ft;(‘(i;l‘ﬂ:l) -

0.9 (Testigo) 0.01298  0.00025

5155 7 0.39955 % 000021
03503 16 0.68058 % 0.00025
0517 % 113752 % 0.00023
15356 757 398355 % 000031
50641 540 6.98048 % 0.00019
14289 585 8.06748 % 0.00025

*L_os resultados son el promedio de 6 réplicas con un limite de conflanza del 95 %.

i
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En la Figura 5 se puede llegar a apreciar un comportamiento diferente de las primeras

neentraciones de zine probadas con respecto a las fltimas ya que 1a variacién de 1a concentracion

- Ias proteinas es mayor en las tres Wltimas muestras cor: respecto 2 las primeras.

Los resultados de cada replica se aprecian en la Tabla 13, mientras el 4nalisis estadfstico es
esentado en las Tablas 14 — 18. Podemos ver que tanto en el andlisis de varianza como en la

ucba de Duncan, donde se comparan las medias, nos indican diferencias significativas con
specto al testigo ¥ entre algunos grupos.

abla 13.- Resultados de las seis replicas de cada concentracién de zine de proteinas en mg/g tejido

hamedo.
- 3 0
1 0.6129 0.3995 0.6806 1.1373 3.9835 6.9802 8.0673
2 0.0130 0.3997 0.6303 1.1375 3.9838 6.9806 8.0675 |
3 0.0134 0.3992 0.6805 1.1377 3.9832 6.9803 8.0674
4 0.0128 0.3996 0.6807 1.1372 3,9337 6.9807 8.0672
S 0.0131 0.3998 0.6804 11378 3.9835 69805 8.0676
] 0.0127 0.3995 0.6810 1.1376 3.9836 6.9806 8.0679

Tabla 14.- Estadistica descriptiva de la prueba de proteinas,

TESTIGO | 6 | 0.0127 | 0.0134 }1.29833E-02|2.48328E-04|6.167E-08
1 6 ] 0.3992 | 0.3998 | 0.399550 [2.07364E-04|4.300E-08
2 6| 0.6803 | 0.6810 | 0.680583 [2.48328E-04|6.167E-08
3 61 1.1372 } 1.1378 | 1137517 [2.31661E-04|5.367E-08
4 6 |3.9832 | 3.9838 | 3983550 !2.07364E-04 4.300E-08
5 6 ] 69802 | 69807 | 6.980483 11.94079E-04]3.767E08
6 6 | 8.0672 | 8.0679 | 8.067483 [2.48328E-04(6.167E-08

Tabla 15.- Anélisis de Varianza de la prueba de proteinas.

- oo -Suma de cuadrados G Media de los cuadrados

Entve grupos 402.0860 [ 67.014 1294665157.779
Dentro de grupos 1.8)2E-03 35 5.176E-08
Total 402.0878 41
F* sacada de tablas 2.46
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bade proteinas,

fedia'de cadi tratamiento  ~ 00129 0.3985 -~ 0.6805~ 113785 39835 - 6.9804 - 8.0674 -

0.0129

0.3995 0.3866

0.6805 0.6676 | 0.281

1.1375 1.1246 [ 0.738 0.457

3.9835 3.9706 | 3.584 3303 1 2.8460

6.9804 6.9675 | 6.5809 | 6.2999 | 5.8429 | 2.996%

8.0674 £.0545 | 7.6679 { 73869 | 69289 | 40839 | 1.087




10 + 1|
y=1.9234x + 0.3078
R =0.9723

Protefnas totales en mg/g tejido himes

0.0129 '
0 1 2 3 4 5

Zinc sembrado en ppm

Figura 5.- Concentracién de proteinas en los tejidos de {as planarias a las 96 k en el sistema de flujo
continuo, su relacion lineal y la desviscion estindar.




1.3.2.- Cambios en las metalotioneinas

Aqui se ve una respuesta similar a la observada con las proteinas (4.3.1) FEn la
soncentracién de 0.2592 ppm al aumentar el doble con respecto a la anterior inmediata, Hlega a
reflejar un aumente de la misma magnitud en la conceniracion de zinc encontrado en los
DTEanisTRnsS pPero no en las metalotioneinas donde el aumento es solo de un 20 %. En la
concentracion de 0.5173 ppm de Zn, ilega & suceder algo muy parecido que en el caso anterior. Al
probar lu concentracion de 1.5356 ppm de Zn se enconlro un friple aumento (anto en la
concentracion de Zn en ¢l organismo como en las metalofionefnas eon respecto 2 la cantidad
inmediata anteriot. En el easo de la cantidad de 3.0641 ppm de Zn al aurnentar el doble del toxico
probado no se llega a obtener una doble cantidad de metalotioneinas, sino que solo aument6 en un
43 Y%. Finalmente, en la concentracién de 4.4289 ppm de Zn llega a presentarse una
correspondencia ya que al aumentar el téxico en un 44 % las metalotionefnas aumentan en un 40 %
con respecto a la concentracion inmediata anterior probada. Otra gran diferencia con la pruoeba de
las proteinas es la linearidad que liego a presentar ya que su coeficiente de correlacion al cuadrado
tue de 0.9931 (Figura 6).

Los resultados de esta prueba se pueden observar en las Tabla 19 y 20.

Tabia 19.- Cambios en ef contenide de las metalotioneinas de la planaria en funcién de Ja concentracion

de zinc*.

(.9 (Testigo
0,12% 7 1.64015 £ 0.00027
0.2592 16 1.98010 = 0.00026
05173 39 2.33318 £ 0.00023
1.5356 157 5.13015 £ 0.00018
3.0641 540 7.34515 £ 0.00021
4.4289 985 1045318 + 0.00023

*Los resultedos son el promedio de 6 réplicas con un limite de confianza del 95 %.



Tabla 2§.- Resultados de metalotioneinas en ugf gtejldo himedo de cada replica.

1 1.2066 1.6402 1.9803 23332 5.1302 7.3452 10.4532
2 1.2068 1.6405 1.9801 13335 51300 7.3450 10.4535
3 1.2065 1.6404 1.9805 1.3331 5.1299 7.3449 10,4531
4 1.2069 1.6398 19798 13329 5.1304 7.3452 10.4530
5 1.2066 1.6404 1.9300 1.3330 5.1301 13451 10.4529
6 1.2067 1.6399 1.9799 1.3334 5.1303 73455 10.4534

Con respeeto a so andlisis cstadistico podemos apreciar gue tanto of dnalisis de Varianza
¢ la prueba de Duncan nos muestran diferencias significativas con respecto ai testigo v entre
nos grupos. (Tablas 21 — 25),

En cuanto a la figura 6 se puede apreciar que sigue un comportamiento parecido al de las
einas pero en [a metalotioneinas se podria suponer que su produccion continda mientras que en

woteinas parece presentar una meceta al final de las concentraciones probadas.

Tabla 21.- Estadistica descriptiva de la prucba de las metalotioneinas.

51 LTI SO (] ¥ 2 Tr3
Testigo § 6 | 1.2065 | 1.2069 | 1.206683 |1.47196E-04{2.167E-08
1 61 1.6398 | 1.6405 1 1.640150 |2.73861E-04 ) 7.500E-08
2 61 19798 | 1.9805 | 1.980100 |2.60768E-04 | 6.800E-08
3 6123329 | 2.3335 | 2333183 |2.31661E-045.367E-08
4 6 | 5.1299 | 5.1304 | 5.130150 | 1.87083E-04|3.500E-08
5 6 | 7.3449 | 7.3455 } 7.345150 [ 2.07364E-04 | 4.300E-08
6 6 1045201 10.4535 j10.4531832.31661E-04{5.367E-08

Tabla 22.- Analisis de Varianza de la prueba de metalotionefnas.

Eowe prupos | 465528 | 6]  77.588 I

Dentro de grupos 0.833 35 2381E-02
i Total __t 466361 41
*F sacada de tablas 2.46

_Tabla 23 .- Andlisis de Duncan de la prueba de metzalotioneinas.

0.0630

[
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Tabla 24.- Valores de r, muitiplicado por ia DE de ias media.s

1.6401 0.4334

1.9801 07734 | 034 |

23332 1.1265 | 0.6931 | 03531

5.1301 3.9234 | 3.49 315 | 2.7969

7.3451 6.1384 | 5705 i 5365 | 50119 | 2215

10.4532 92465 1 88131 1 84731 R.12 1 53231 | 3.1081




2 |

: | y = 2.0388x + 14048 :
. R’ =0.9931 |
‘ x 104534 |
10
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v4 |
8

Metalotioneinas en 1g/g rejit
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|

!

1.98 |
i 1.84 g
1.2068 !
:
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Zn sembrado en ppm

Figura 6.- Concentracion de metalotioneinas en los tejidos de las planarias después de 96 h en el sistema

de flujo continuo, su lincaridad y su desviacion cstindar,



4.3.3.- Cambios en ia conceantracién de hemocianing en ia planaria.

disminucion ¢s realmentc despreciable por scr solo del 2 % con respecto al testigo (Tabla 26).
En ja siguienie conceniracion probada (G.2592 ppm Zn) el decremento de la hemocianina es del
15 % con respecto a la concentracion inferior inmediata. Este porcentaje tlego a aumentar al 17
% en la concentracion de 0.5273 ppm de Zn probada. Donde se ve una disminucion muy notoria
ts en la sigulenic conceniracion {1.5356 ppm de Zn), observandose un 60 % menus de
hemocianing con respecto a la concentracidn inferior inmediata. En la congentrucion de 30641
ppm de Zn la hemocianina ilego a disminuir en un 30 % que si bicn no es un valor tan grande
como ¢n el caso anterior i es considerable. Finalimente la concentracion de 4.4289 ppm de zinc
presento una disminucién del 28 % con respecto al valor inferior inmediato siendo de igual
manera que el anterior un valor que no se debe de despreciar. Con respecto a su linearidad es
may Hregular ya que su cocficienie de correlacidén al acuadio fue de 0.8441 como se puede

ahservaren la Fignura 7,

Tabla 26.- Cambios en la concentracién de hemocianina en el tejido de las planarias en funcion del

o ' 0.9 (Testizo) 6.27125 % 0.00019

0.1296 7 614775 £ 0.00019

0.25Y2 16 5. 23555 L Q00019

03TH 9 4.32708 £ 0.00031

15356 157 1778233 £ 000022

3.0641 h 540 126513  0.00022

| 44289 1‘ 985 0.91485 % 0.00024

*Las resultadus son el promedio de 6 répticus con un limiie de confiniea del 95 %.
Los resultados de cada replica se puede observar en la Tabla 27, mientras que el andlisis

estadistico, presentado en las Tablas 28 - 32 también lleva a pensar en una diferencia

significativa entre algunos tratamientos y con respecto al testigo. Bstas diferencias se Hegaron a
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yresentar tanto en los resultados obtenidos para el 4nalisis de varianza como en los obtenidos en
a prueba de Dixncan.

Tells 2T L Reyltados de la hemocianina en pg/g tejido himedo de cada replica,
02592 0.5173 1.5356 3.0641 4.4289

pp'm Zn ppmZn - ppmZn ppm Zn i)pm Zn

62713

L 6.1478 52356 43870 1.7820 1.2653 0.9145
2 6.2711 6.1480 5.2355 4.3867 1.7824 1.2650 0.9148
3 6.2715 6.1475 5.2353 43872 1.7822 2648 0.9150
4 6.2710 6.1477 5.2357 4.3876 1.7825 2652 0.9147
S 62712 6.1479 5.2354 43371 1.7823 12651} 09149
6 6.2714 6.1476 5.2358 43869 1.7826 12654 | 09152

€on respecto a 1a figura 7 se puede apreciar un comportamiento en donde Ia disminucion en
neentracién de hemocianina ¢s critica en la concentracion de 1.5356 ppm de Zn probado.

Tabla 28.- Estadistica descriptiva de la prucba de la hemocianina.

Muestra N Minimo Maximo Media DE Varianza
TESTIGO 6.2710 | 62715 |6.271250]1.87083E-04|3.500E-08
6.1475 | 6.1480 |6.147750]1.87083E-04|3.500E-08
5.2353 | 5.2358 {5.235550|1.87083E-04 | 3.500E-08
4.3867 | 4.3876 14.387083|3.06050E-04]|9.367E-08
1.7820 | 1.7826 |1.782333|2.16025E-04 | 4.667E-08
1.2648 | 1.2654 [1.265133]2.16025E-04 | 4.667TE-08
09145 | 0.9152 10.914850(2.42899E-04 | 5 900E-08

h LAl D
- oot LAY £ -] E= 8 A

Tabla 29.- Analisis de Varianza de la prueba de la hemocianina.
© Suma de cundrados G Media de los cuadrados 13
Entre grupos 196.766 6 32.794 654018215.095
Dentro de grupos 1.755E-03 35 5.014E-08
Total 196,7642 41
*F sacada de tablas 2.46

Tabla 30.- Andlisis de Duncan de la prueba de la hemocianina.
Suma de los cuadrados del error Media de los cuadrados del DE de Ias medias

crror

5.1428E-05
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Tabla 31.- Valores de r, multiplicado por la DE de las medias
l E I 0.0083 l 0.0083 ! 0.0090 l 0.0092 , 0.0094 ! 0095 I

Tabla 32.- Resultados de las com jones entre las medias de la de Puncan de 1a hemocianina.
= e 0 D
62713
6.1478 0.1235
52355 10358 | 0.9123
4.3878 1.8835 1.76 0.8477
1.7823 4489 1 4.3655 | 3.4532 | 2.6055
1.2651 50062 | 4.8827 | 3.9704 | 3.1227 | 0.5172
0.9148 3.3565 5.233 | 4.3207 3473 | 0.8675 | 0.3503
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y=-1.2387x + 54729 |
R*=0.8241
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Zn sembrado en ppm

Figura 7.- Concentracién de hemocianina en los tejidos de la planaria después de 96 h en el sistemna de

flujo continuo, su linearidad y su desviacion estindar.

43



-~ Contenido del zinc.
-1.- En ¢! sedimento
Los resultados muestran que en la primera concentracién del téxico encontrada en el
limento (0.11542 pg/g sedimento) el porcentaje de recuperacién con respecto al testigo en
didad no es muy diferente ya que solo cambia en un 8 % (Tabla 33). Es més bien en la segunda
ncentracion (0.16045 pg/p sedimento) donde el porcentaje de recuperacion si llega a disminuir en
considerable 28 % con respecto a la concentracién anterior inmediata. En la concentracién de
13440 up/g sedimento nuevamente el porcentaje llega a disminuir notablemente en un 16 % con
specto al porcentaje anterior. En la siguiente concentracion probada (1.5356 ppm de Zn) la
sminucidn es de menor, del 9 % con respecto a la anterior inmediata. Précticamente en las dos
ncentraciones finales (1.08348 y 1.43768 pp/g sedimento) ia diferencia con respecto a la
meentracidn inmediata anterior Hega a ser despreciable ya que solo es del 1 % para el primer caso
3 % para el segundo, esto llama la atencién ya que la cantidad de téxice incorporado al sistema si
2ga a ser grande. En la tabla 34 se mmestran los valores obtenidos. En cuanto a la linearidad, se
1ede apreciar una relacién casi de 1 a 1 de la concentracién probada con respecto a la encontrada
{ que su coeficiente de correlacién al cuadrado es de 0.9965 (Figura 8).

Tabla 33.- Cambios en el contenido de Zn en el sedimento del sistema después de 96 h*.

Concentracion de Zn en ppm Zn encontrado pg/g sedimento £ % Recuperacidn

sembrados en el sistema DE

0 (Testigo) 0.01205 £ 0.00019 97.3478
0.1296 0.11542 £ 0.00017 £9.0432
0.2592 0.16045 x 0.00019 61.8827
0.5173 0.23440 £ 0.00026 453.3315
1.5356 0.55365 £ 0.00019 36.0575
3.0641 1.08348 = 0.00023 353578
4.4289 1.43768 = 0.00015 32.4595

* El resultado es el promedio de seis replicas con un limite de confianza del 95 %.



Tabla 34.- Resuitados de cada replica en pg de Zn/g sedimento.
Testizo 9.1296 . 09,2592 0.5373 1.5336 3.0641 4.4289

ppmZn - ppmZn ppmn Zn ppm Zn ppm Zn ppm Zn

| 0.0120 0.1154 0.1604 0.2345 0.5537 1.0832 1.4376
2 0.0123 0.1152 0.1602 0.2343 0.5535 1.0834 1.4379
3 0.0119 0.1157 0.1606 0.2347 0.5538 1.0838 1.4375
4 0.0121 0.1154 0.1605 0.2346 0.5536 1.0835 1.4377
5 00118 0.1155 0.1603 0.2344 0.5534 1.0837 1.4376
6 00122 0.1153 0.1607 0.2348 0.5539 1.0833 1.4378

En los resultados estadisticos tanto el de 4nalisis de varianza como en la praeba de Duncan
:stran que en cada caso con respecto al testigo y entre algunos tratamientos si llegan a presentar
rencias significativas {Tablas 35 - 39),

T'abla 35.- Estadistica descriptiva del contenido de zine encontrado en el sedimento alas 96 h.
Muestra DE

N Minimo Miiximo Media Varianza

TESTIGO! 6 | 0.0118 | 0.0123 [1.20500E-02]1.87083E-04{3.500E-08
1 6101152 | 0.1157 | 0.115417 |1.72240E-04;2.967E-08
2 6101602 | 0.1607 | 0.160450 |1.87083E-04;3.500E-08
3 6 102340 | 0.2347 | 0.234400 |2.60768E-04]6.800E-03
4 6 1 0.5534 | 0.5539 | 0.553650 |1.87083E-0413.500E-08
5 6 1.0832 | 1.0838 | 1.083483 |2.31661E-04|5.367E-08
6 6 | 14375 | 14379 | 1437683 |1.47196E-04]2.167E-08

Tzbla 36.- Anblisis de Varianza del contenido de zinc en el sedimento.
Suma de cuadrados Gl Media de los cuadrados F*

Entre grupos 10.758 [ 1.793 51228188.499
Dentro de grupos 1.225E-03 35 3.500E-08
Total 10.7592 41
*F sacada de tablas 2.46

Tabla 37.~ Anélisis de Duncan del contenido de zin¢ en ¢l sedimento.

Suma de los cuadrados del error Media de fos cuadrados del DE de las medias
crror

3.428E05 0.0024
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Tabla 38.- Valores de 1, multiplicado por la DE de las medias.
Ry I 0.0069 I 0.0072 ! 0.0075 I 0.0076 ' 0.0078 | 0.0079 l

Tabla 39.- Resultados de las com iones entre las medias en Ia prueba de Duncan,

0 0120 0 0 6 0

0.0120

0.1154 0.1034

0.1604 0.1484 | 0.045

0.2344 02224 | 0.119 | 0.074

0.5536 0.5416 | 04382 | 0.3932 | 03192

1.0834 1.0714 | 0.968 | 0.923 0.849 | 0.5298

14376 14256 | 13222 | 1.2772 | 1.2032 | 0.884 | 0.3542
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s 1.4376
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gura 8.- Relacion del zinc sembrado contra el recuperado en el sedimento después de 96 henel

sistema de flujo contindo, su linearidad y su desviacion esténdar.
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42.- Enel agua

Se puede ver que en la primera concentracién encontrada del metal en el agua del sistema
1.00192 pg/mL.. de agua) llega a difererir en un 1 % con respecto at testigo (Tabla 40 ), ahora bien
11a segunda concentracién probada (0.2552 ppm), el porcentaje de recuperacién con respecto a la
ncentracion inferior inmediata llega a ser una diferencia muy grande por ser del 24 %, siendo estd
1 parte critica ya que en las siguientes concentraciones la diferenciz no es tan grande, por ejemplo
1 la concentracién probada de 0.5173 ppm de Zn ¢l porcentaje de recuperacion aumento en un
%. En la concentracion siguiente de 1.5356 ppm de Zn a pesar de que se incorpora una gran
antidad del téxico al sistema solo llego a aumentar el porcentaje de recuperacién en un 3 % con
:specto al anterior inmediato. Pasa algo semejante en la concentracidn siguiente de de 3.0641 ppm
e Zn. Finalmente en la dltima concentracion de 4.4289 ppm de Zn pricticamente €l porcentaje de
:cuperacion no cambia con la cantidad inferior inmediata. Los resultados se pueden observar en las
1blas 40 y 41. Los resultados de cada tratamiento se pueden consuitar en Ia tabla 41. Con respecto a
u relacion lineal al igual que en el sedimento, 1a relacion de 1a cantidad sembrada en el sedimento
on la cantidad encontrada en el agua es casi de 1 a 1 ya que su coeficiente de correlacion al

uadrado es de 0.9991 (Figura 9).

Tabla 40.- Cuantificacién del Zn en agua del sistema a las 96 horas*

0 (Testigo) 0.00072 £ 0.00015 0.1800
0.1296 0.00192 + 0.00021 1.4660
0.2592 0.00631 + 0.00019 25,1443
0.5173 0.16892 + 0.00023 32.6502
1.5356 0.53970 £ 0.00014 35,1458
3.0641 1.17880 + 0.00014 38,4680
4.4289 1.70955 = 0.00019 38.6010

* El resultado es el promedio de seis replicas con un limite de confianza del 95 %.
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Tabla 41.- Resultados de cada replica en ug de Zn/ml agua.
o0 6 0.259

t

l 0.0008 0.0019 0.0652 0.1690 0.5396 1.1787 1.7096
2 0.0003 0.0023 0.0650 0.1687 0.5398 1.1790 1.7083
3 0.0007 0.0018 0.0651 0.1691 0.5397 1.1788 1.7095
4 0.0009 6.0020 0.0649 0.1689 0.5395 1.1786 1.7094
5 0.0006 0.0017 0.0653 0.1686 0.5397 1.1789 1.7098
5 0.0008 0.0018 0.0654 0.1692 0.5399 1.1788 1.7097

En el andlisis estadistico tanto en el andlisis de varianza como en la prueba de Duncan si se

a a presentar diferencias significativas entre cada muestra y con respecto al testigo (Tablas 42 —

Tabla 42.- Estadistica descriptiva de 1a variacion del zinc en ¢l agna.

Muestra N Minimo M:iximo Media 1)
TESTIGO! 6 | 0.0005 | 0.0009 | 7.16667E-0411.47196E-0412.167E-08

Varianza

0.0017 | 0.0023 [1.91667E-03)2.13698E-0414.567E-08
0.0649 | 0.0654 |6.51500E-021.87083E-043.500E-08
0.1686 | 0.1692 | 0.168917 |2.31661E-04|5.367E-08
0.5395 | 0.5399 | 0.539700 |1.41421E-04]2.000E-08
11786 | 1.1790 | 1.178800 11.41421E-04|2.000E-08
17003 | 1.7098 | 1.709550 |1.87083E-04|3.500E-08

- LSRRI SR
|| n

Tabla 43.-Andlisis de varianza de la variacidn del zinc en el agua.
Suma de cundrados GE Media de tos cuadrados *F

Entre grupos 16.305 6 2.718 82350326472
Dentro de grupos 1.155E-03 a5 3.300E-08
Total 16.3038 41
*F sacada de tablas 2.46

Tabla 44.- Andlisis de Duncan de la variacidn del zinc en el agua.
Swina de Jos cuadeados dod error - Media de Jos cuadrados del error

3.4285E-05

DE de las medias

Tabla 45.- Valores de r, multiplicado por la DE de las medias
! Ry I 0.0069 ‘ 0.0073 I 0.0075 I 0.0076 l 0.0078 | 0.0079
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Tabla 46.- Resultados de las comy iones entre las medias
e ¢a ; 0.0 | ) 0 8
0.0007
0.0019 0.0012
0.0652 0.0645 | 0.0633
0.1689 0.1682 | 0.167 | 0.1037
0.5397 0.539 | 0.5378 | 0.4745 | 0.3708
1.1788 1.1781 | 1.1769 j 1.1136 | 1.0099 | 0.6391
1.7096 1.7089 | L7077 | 16444 | 1.5407 | 11699 | (.5308
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1ra 9.- Variacién de la cantidad de zinc sembrado en ¢l sedimento con respecto a la encontrada en el agna
después de 96 h en el sistema de flujo continio, su linearidad y su desviacion estindar.,
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4.3.- En el tejido de la planaria

Se puede apreciar en Ia primera concentracién probada de 0.1296 ppm de Zn el incremento
i porcetttaje e recuperacion fue solo del 4 % con respecto al testigo, mientras que Ja segunda
oncentracién probada (0.2592 ppm Zn) solo aumento el 1 % con respecto a la concentracion
ntertor mmediata. En fa cantidad de 0.5173 ppm de Zn aparecio un fenomeno parecido al ya
wncionado en el punto 4.4.2. ya que soio aumento ef 1% el porcentaje de recuperacién con
zspesto a la concentracion inferior inmediata, de esta manera entre éstas ires primeras muestras no
ay vn incremenfo desmedido. En ia cuarta concentracién encontrada { 1.5356 ppm de Zn), la
iferencia cott el tratamiento anterior es ya mayor (3 %), y cada vez este incremento aumenta como
¢ puede ver en los dos \iltimos casos (3.0641 y 4.4289 ppm de Zn) donde el porcentaje llegé a
umentar en un 7 % en el primer caso y un 5 % para el segundo con referencia a Ia concentracién
uterior inmediata (Tablas 47 y 48). Su comportamiento no Hega a ser tan lineal como en el caso del
inc encontrado en ¢l agua y en el sedimento, sin embargo si se llega a considerar bueno ya que su
oeficiente de corelacitn es de 0.9642 (Figura 10).

Zairta 47, Cuantificacidn del Zn en ¢l tejido de la planaria a las 96 horas*

0 (Testigo) 0.0009  0.00014 1.0212
0.1296 0.00655 + 0.00019 5.0154
0.2592 0.01592 % 0.00017 6.1342
05173 0.03875 £ 0.00019 74812
1.5356 0.15670 £ 0.60021 10.2044
3.0641 0.53955 £ 0,00019 17.6103
4.4289 0.98455 £ 0.00019 22.29%89

* El resultado es el promedio de seis replicas con un limite de confianza del 95 %.

1anfa 48.- Resultados de cada replica en ug de zine/g tejido himedo.
f

1 9.0009 0.0064 0.0159 0.0386 0.1567 0.5395 0.9843
2 0.0010 0.0068 00162 0.0388 0.1565 0.5398 0.9846
3 0.0008 0.0065 0.0157 0.0390 0.1569 0.5397 0.9848
4 0.001] 0.0066 0.0160 0.0387 0.1566 0.5393 0.9845
5 0.0007 0.0063 0.0158 | 00385 0.1570 0.5396 0.9844
6 0.0009 0.0067 0.0159 | _0.0389 0.1565 0.5394 0.9847




En la parte estadistica se puede apreciar las diferencias significativas entre algunos casos y
respecto al testigo (tablas 49 — 53).

Tabla 49.- Estadistica descriptiva de la variacién de zine en el tejido de las planarias.

Media DE Varianza
I . 1.41421E-04 :
00063 0.0068 655000E-03 1.87083E-04
00157 0.0162] 1.59167E-02] 1.72240E-04
0.0385  0,0390] 3.87500E-02 1.87083E-04
0.1565 0,157 0.156700) 2.09762E-04)
05393 0.539 0.5395500 1.87083E-04
0.9843] 09848  0.9845500 1.87083E-04] 3.500E-08]

‘Muestra N Minimo Maiximo

[ b P B |
anlenlon anlon oy

Tabla 50.- Andlisis de varianza de la variacién de zinc en ¢l tejido de las planarias.

0 - D
Entre grupos 5.117 6 0.853 25548729.094
Dentro de grapos 1.168E-03 35 3.338E-08
Total 5.1182 41
F encontrada en tablas 2.46

Tabla 51.- Andlisis de Duncan para la variacién de zinc en el tejido de las planarias.

Suma de los cuadirados del error Media de los cuadrados-del  * DE de las medias,

- error
3.4285E-05

Tabla 52.- Valores de r, multiplicado por la DE de las medias.
1 R, ' 0.0069 | 0.0073 | 0.0075 | 0.0076 I 0.0078 ! 0.0079
Tabla 53.- Resultados de las com, iones entre las medias.
| 0 88

0.000%

0.0065 0.0056

0.0159 0.015 | 0.0094

0.0388 0.0379 } 0.0323 | 0.0229

0.1567 0.1558 { 0.1502 | 0.1408 | 0.1179 ]
0.5396 0.5387 | 05331 | 0.5237 | 0.5008 { 0.3829

0.9846 0.9837 [ 09781 | 0.9687 | 0.9458 | 0.8279 | 0.445
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Figura 10.- Variacién del zinc en el tejido de las planarias después de 96 h en el sisterna de flujo contindo

con su linearidad y su desviacién estindar.
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~ Porcentajes totales de captacién en el sistema a Ias 96 horas

Después de haber cuantificado el metal tanto en el sedimento como en ¢l agua y en el tgjido
del organismo se procedic a calcular el Factor de Bioconcentracién (FB). Como se ve en la
Tabla 54 en la primera concentracion utilizada (0.1296 ppm Zn), la mayor parte del téxico (el
89.0432 %) se encontraba en el sedimento, mientras que una pequefia fraccién se distribuia
entre ¢l agua del sistema (5 %} y los organismos (1 %). Al sembrar 0.2592 ppm de Zn en e}
sedimento del sisterna se empiezan a modificar las condiciones ya que una mayor fraccion del
metal se empieza a disolver en ¢l agua (¢! 25.1443 %) mientras que los organismos captan una
mayor fraceibn (6.1342 %) con respecto a la concentracion utilizada anteriormente. A partir de
Ia tercera concentracién del toxico sembrado (0.5173 ppm Zn) ¢l porcentaje de recuperacion en
¢l agua cambia 2 un 32 % mientras que en los organismos es del 7 %, en la cuarta concentracion
probada ( 1.5356 ppm Zn ) el incremento del porcentaje de recuperacién ya no llega a ser tan
disparado ya que solo aumenta un 3 % en ¢l agua al igual que en los animales con respecto ala
concentracién anterior inmediata. En ¢l caso del sedimento su decremento no llega a ser tan
acelerados, es del 9 % en este caso. En las dos titimas cantidades probadas (3.0641 y 4.4289
ppm de Zn) se ve un aumento muy pequefio en ¢l porcentaje de recuperacion tanto en el agua
como en las planarias, de igual manera el porcentaje de recuperacion en el sedimento llega a
disminuir en proporciones muy pequefias. En cuanto a la cantidad captada del metai por las
pianarias se liega a apreciar su tendencia en aumento, especialmente en la cuarta concentracion
probada (1.5356 ppm de Zn) donde pasa de 0.0387 a 0.1567 mg/g tejido hiimedo, con el factor
de bioconcentracién pasa algo semejante en donde llega a incrementarse aceleradamente al
pasar de 0.28 a 0.50.

En la figura 11 se puede observar claramente que conforme se incrementa las
concentraciones del txico en el sistema se llega a presentar una mayor cantidad de este tanto en
el agua como en los organismos y su concentracién presente en el sedimento va disminuyendo.
De hecho este fendmeno es més patente a concentraciones pequefias del toxico (las tres primeras
concentraciones probadas). De igual maners, se ve también que la concentracién que se llega a
distribuir en el agua se podria pensar que se llega a saturar conforme a un aumento del toxico.
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Tabla 54.- Porcentajes de recuperacidn total y FB

In % %o % Total del % Cantidad %

Sembrado recuperacién recuperacitn recuperacién Recuperacion Captada captacion

En ppm sedimento planaria agea . Mg/g tej. |
89.0432 5.0154 1.4660 95.5246 5 5.6326
0.2592 61.8827 6.1342 25.1443 69.4829 00159 1 99127 | 0.10
0.5173 453315 74812 32,6502 77.9570 0.0387 | 165032 | 0.17
1.5356 36.0575 10,2044 35.1458 78.9121 0.1567 | 283005 | 028

3.0641 353578 17.6103 38.4680 88.1139 0.5396 | 49.8062 | 0.50
4.4289 324595 22.2289% 38.6010 93.1564 09845 | 68.4822 | 0.68




5.- DISCUSION DE RESULTADOS

Por ¢l contenido de materia organica en los sedimentos del la PIR se puede considerar como
un sustrato medianamente contaminado, Esto indica la inexistencia de un exceso de derivados
carbonados formados al descomponerse la materia cuantificada, en un sistema acuéfico esto es muy
importante ya que esta puede ser una causa de la disminucién de oxigeno disuelto. De igual manera
el porcentaie de nitrbgeno no se considera un factor critico en las muestras, debido a que su
concentracién no es excesiva por lo que no utifizard ¢l oxigeno disvelto para formar otros
compuestos, algunos de ellos toxicos para los organismos locales.

Algunas sustancias con grupos que contengan carbono y nitrdgeno, presentes en cuerpos de
agua, pueden modificar el pH (Allen,1992). En el sedimento de Ia PIR la medici6n del potencial de
hidrogeno fue cercano a ser nentro (7.04), esta propiedad permitird un buen desarrollo de las
especies bénticas. De hecho, para Jos metales este es un factor importante, ya que en el caso del Zn
en ambientes Acidos Hega a solubilizarse fiicilmente, aumentando asi su biodisponibilidad.

El tipo de particulas presentes puede determinar la capacidad de almacenamiento de los
xenobibticos (Zhou, 1995). El tamafio predominante en ¢l sedimento de {a PIR corresponde al tipo
de arcilla, £sto sugiere el pensar en una menor aréa de contacto, por tratarse de un grano grande, de
¢sta manera serd menor la cantidad que se llegue a absorber del toxico. Esta cuantificacién es muy
importante debido al movimiento que podria presentar el metal en el sistema agua — sedimento.
Probablemente las oportunidades para captar una molécula dafiina es reducida por lo que su
fisponibilidad para dafiar a los organismos bénticos podria ser mayor.

En la cuantificacion de la concentracion letal media en el agua se puede notar un incremento
:n el porcentaje de la mortandad a medida que aumentaba las concentraciones de Zn probadas, de
3cho hay un punto critico en la cuaria concentracién (56 ppm) donde la mortandad se incrementa
1otablemente, En el caso del sedimento el comportamiento fus més irregular, lepa a sumentar en
odos los casos el porcentsje de mortandad pero en intervalos, primero Hega a aumentar ¢l 18 % con
especto a la primera concentracién probada y después un 15 % con respecto a la cantidad inferior
nmediata, para luego en la dosis de 50 ppm se incremento en un 18 % y en la viltima dosis probada
let 100 % aumento un 15 % més con respecto a la concentracién inferior inmediata. De igual
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nanera el rango probado en el sedimento fue mucho mis cerrado que en e} caso del agua debido a
stas irregularidades presentadas desde las pruebas preeliminares.

El valor de la CLso en agua fue de 13.77 ppm, siendo mayor que en sedimento cuyo valor
ie de 12.52 ppm. Probablemente el tdxico al no tener en donde absorberse salvo en las pequefias
facciones adheridas a las paredes del recipiente, toda la cantidad adicionada queda biodisponible
sara los organismos. Si en el sedimento 1a CLs) es menor esto quiere decir que se necesita vna
:antidad menor del tdxico para tener este efecto, esto puede ser por ¢l pH que tenga el mismo
sedimento, Ia proporcitn de sedimento y la naturaleza del mismo; de igual manera, podria suceder
:n ¢l medio patural. Estos valores se pueden comparar con otros encontrados en diversos animales
>omo el de la almeja Ruditapes philippinarum (cuyo CLsy a las 96 horas de 1640 mg/LY(Dai, 1997T)
o en ¢l cangrejo Chasmagnathus granulata {cuyo Clsp 15.7 mg/L)Bianchini, 1999), de esta
manera s¢ puede demostrar que los organismos bénticos son méas sensibles con respecto a otros
invetebrados como en estos ejemplos porque la concentracién letal media en las planarias es mds
pequefio que el de los invertebrados, esto quiere decir que con una cantidad més pequefia del toxico
se llegan a morir la mitad de los animates de prucha (para el caso de Dugesia).

Las proteinas son un paramétro importante de medicidn del efecto toxico del zinc. Su
abundancia en los organismos, las grandes moléculas que conforman y las funciones que
desempefian son algunas de las razones de su importancia. Un ejemplo de ellas son las enzimas,
responsables de llevar a cabo reacciones bitales tanto para el catabolismo como para el anabolismo.
También se recuerda su papel fundamental en el proceso de duplicacidn y transcripeion del ADN y
ARN, siendo estas 1iltimas las méximas sustancias que organizan un cuerpo (Stryer, 1995).

En este caso las proteinas totales llegaron a modificarse, asumentaron con un
comportamiento lineal como se puede ver en la grafica 5, sin embargo este incremento en las dos
(ltimas concentraciones del metal sembrado (3.0641 y 4.4289 ppm de Zn), no se elevarén en forma
proporcional, esto sugiere que al acercarse a Ja maxima concentracién probada que corresponde ala
CLy la capacidad de los organismos para seguir sintetizando proteinas es cada vez mds deficiente
por lo que su maquinaria metabdlica puede verse més restringida a realizar funciones, como la
desintoxicacidn de metales. Este Gitimo punto €5 muy importante debido al aréa de aplicacién, esto



i los organismos son incapaces de desechar o rewtilizar los toxicos, se estaria ya en el borde
tal, esto traerfa problemas no solo a nive! poblacional, como ntimero de crias, tiempo
rcamadas, ete. Se podria estar hablando ya de wna extincion de la especie en ¢l ecosistema, de
10 los resultados son consistentes va que al probar a concentracién letal cero, un cantidad
srior ya estarfamos con una alta probabilidad de muerte de v nimero de organismos.

Unas proteinas especificas, las metalotioneinas, estdn presentes en organismos tanio
ebrados como invertebrados. Sus funciones no solo tratan de la desintoxicacion sino también del
acenamiento ¥ la regulacién metabélica de los metales, Upa caracteristica peculiar es su gran
idad no solo por el Zn sino también por otros metales como el cobre, mercurio, plata ¥ cadmio,
manera que puede controlar en cierta medida la concentracion de estos en el organismo de
erdo a las demandas de cada animal (Iszard, 1995). En este trabajo en las planarias se puede ver
incremento, de igual manera como en las proteinas, esto concuerda debido a su paturaleza. Asi se
de interpretar que se llegan a sintetizar efectivamente en presencia de metales, pero su sintésis s¢
para hasta que en ¢l medio predomine una cierta cantidad de tdxicos, siendo esto el indicador
& acelerar su sintésis. Nuevamente en las ultimas concentraciones se ve una disminucién det
centaje sintétizado de estas proteinas con respecto al valor encontrado del metal en el tejido del
anismo, esto sugiere nuevamente, una limitante en el metabolismo del animal! que impide su
t¢sis. De esta manera la acumulacion de los metales esenciales llega a provocar dafios a todos los
eles, empezando con €] sisterna nervioso principalmente, ya que se vio un efecto toxico que
vocaba la inmovilizacién paulatina del animal.

Otro biocindicador importante es la cuantificacién de la hemoproteina presemte en el
anismo de estudio, ésta al tener un centro metdlico, el xenobidtico presente puede competir por
1par este lugar, si esto sucediera la consecuencia directa se veria en la eficiencia por transportar ¢l
geno (Cockerham,1994). Como es conocido, los organismos dependen de una cierta dosis de
¢ tiltimo para poder Hevar a cabo sus funciones fisiologicas. En el caso de las planaras este
mento ¢s acarreada por la hemocianina, presente en la finfa del animal que a diferencia de los

Manos su centro metdlico es de cobre.
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Asi que en a hemocianina cuantificada, podemos ver un proceso comntrario a las moléculas
mtes mencionadas, aqui se puede observar una relacién inversamente proporcional entre la
sentracién de esta hemoproteina v el Zn sembrado (Figura 7). Se han reportado en otros
rtebrados una dréstica disminucién de los valores de la hemocianina al probar concentraciones
sriores a 0.1 ppm del téxico (Bianchini, 1999), las concentraciones de prueba utilizadas van
le (0.1296 hasta 4.4289 ppm), asi que un efecto semejante se esparaba. Dre esta manera al probar
tima concentracion (4.4289 ppm ), précticamente los organismos ya no tenian la capacidad
1 oxigenar sus tefidos por tener una cantidad infima de hemocianing v las planarias al ser
anismos aerobios necesitan a este elemento como molécula fundamental para poder tener un
cionamiento adecuado de la maguinaria metabélica de su cuerpo, de no tenerlo podrfan Hegar
ta condiciones letales, estos organismos como la mayoria de los animales, al ser aerobios, es
esario la presencia del gas para las actividades celulares y la realizacién de reacciones
quimicas, principalmente, de esta manera se empieza con retraso de los ciclos basicos de sintesis
macromoléculas, llegando hasta la anulacion total de estos.

Asi como tenemos estos bioindicadores también es importante registrar el porcentaie de
uperacidn en las partes que conformen el sistema, de esta manera se puede tener una idea del
vimiento del metal a diferentes concentraciones, para saber si este se absorbe en el sedimento, se
uelve en el agua o los organismos son capaces de bioconcentrarlos. En este caso la cusntificacin
toxico en las partes del sistema se observardn fendmenos muy interesantes, en primer lugar
minaremos los resultados del sedimento. Aqui el porcentaje de recuperacién va notoriamente
minuyendo al incrementarse la cantidad del metal sembrado en el sedimento, podemos ver en la
1centracion més pequefia de 0.1296 ppm realmente no hay mucha diferencia con respecto al
tigo, solo un § %. En las signientes concentraciones de 0.2592 y 0.5173 ppm el porcentaje de
uperacion disminuye considerablemente en un 36 y 52 % con respecto al testigo. Finalmente en
Gltimas concentraciones de 1.5356, 3.0641 y 4.4289 ppm se ve que la disminucion con respecto
testigo es considerable también ya que representa wun 61, 62 y 65 % respectivamente, aunque
re ellas tres no hay diferencia considerable. De esta manera podemos considerar que el
limento llega un momento en el que no puede liberar mis Zn al medio, este dltimo puede estar
riemente adherido a las particulas propias del sedimento y dificilmente se puede liberar.
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Se han reportado en stelos contaminados por fuentes industriales valores desde 14.6 hasta
126 ppm (Ramos, 1999). En nuestro caso los valores encontrados no son tan altos, se puede
onsiderar entonees un lugar medianamente contaminado por este metal. Su andlisis estadistico
ndica la existencia de diferencias sipnificativas entre algunos tratamientos.

Con respecto al porcentaje de recuperacion en el agua del sisterna podemos ver que sucede
un fenémeno contrario, al incrementar la siembra del toxico en el medio, Ia fraccién del mismo
localizada en el agua es cada vez mayor. Podemos ver en la primera concentracién de ¢.1296 ppm,
¢l porcentaje de recuperacién cn el agna no es realmente muy diferente del testigo, la diferencia es
de tan solo €l 1 %. En las tres concentraciones consecuentes si llega a incrementarse el porcentzie
de recuperacién notablemente y con respecto al testigo es del 25, 32 y 35 % para las
concentraciones de 0.2592, 0.5173 y 1.5356 ppm respectivamente. En las ultimas concentraciones
usadas de 3.0641 y 4.4289 ppm aunque la diferencia con respecto al testigo si es grande, del 38 %,
enire ellas la diferencia es despreciable.

En el valle de México se han reportado valores de la concentracion del metal en agua que
van desde 0.8 hasta 1.8 pg/ml de agua (Quiroz, 1999). Estos datos son semejantes a los
enconfrados en este trabajo, esto nos indica congruencia en el estudio ya que la presa se sitiia
precisamente en {a entrada del valle. Su andlisis estadistico nos indica diferencias significativas
entre algunas concentraciones probadas y con respecto al testigo, esto nos implica que el téxico
efectivamente al aumentar su concentracidn si llega 2 aumentar la proporcién en el agua del
sisterna.

En la cuantificacién del Zn en el tejido de la planaria podemos ver un fendmeno parecido al
del agua del sistema ya que la concentraciép del metal que se detecto en el organismo fue
aumentando conforme aumenta la concentracién sembrada del téxico. En las tres primeras
concentraciones probadas de 0.1296, 0.2592 y 0.5173 ppm la diferencia con el testigo es del 4, 5 y
6 % respectivamente que al no ser muy distintas entre ellas mismas si se observa upa tendencia en
aumnentar cada vez. Para las dltimas concentraciones de 1.5356, 3.0641 y 4.4289 ppm la diferencia
si es realmente grande con respecto al testigo ya que son del 9, 16 y 21 % respectivamente.
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En gusanos de ticrra se han llegado a reportar valores desde 24.1 hasta 93.9 pg/g tejido en
as contaminados por este metal (Ramos, 1999). En otros invertebrados come el camarén
wpenaeus krogeri los niveles del metal acumulados son mucho mayores, van desde 50 hasta

ngfg tejido (Mantelatto, 1999). En nuestro estudio la concentracion encontrada en los
mismos es muy pequefia es de alrededor de 1 pg/g tejido, esto nos puede indicar que al ser las
arias los primeros organismos en la cadena alimenticia no llegan a concentrar tanto el metal

10 en el caso del camardén que puede legar 2 biomagnificar el toxico.

8i comparamos los porcentajes recuperados de las tres partes del sistema podemos ver que
zeneral ol sedimento empieza a perder cantidades del metal conforme estas aumentan en el
2ma, por otro lado, una fraccion serd disuelta en el agua o serd captada por el organismo, en este
> se ve que la mayor parte se va al agua, aunque en concentraciones muy pequefias como la de
296 ppm sembrada hay upa mayor proporcién captada por el organismo que la disuelta en el
3, de esta manera el animal puede captar esas pequefias cantidades y poder limpiar el agua del
ema. Esta informacion sugiere un equilibrio en el sistema, se podria pensar en concentraciones
icas puesto que a concentraciones menares el tdxico se libera més répidamente del sedimento, su
ponibilidad para los organismos se incrementa. A concentraciones mayores esta liberacion va
acelerandose y i bien es cada vez menor la fraccién encontrada en el sedimento y el agua, la
cién en el organismo sigue incrementandose, de aqui se puede pensar que las planarias
ctivamente toman el metal del agua principalmente aunque no necesariamente sea esta la \inica

nie.

Finalmente el factor de bioconcentracidn es un pardmetro realmente importante ya que
ide a la cadena alimenticia, si en uno de los eslabones primarios como en el caso de las
narias, se llega a acumular parte del t6xico, esta concentracién se ird incrementando en cada
alon de la cadena (Manaham, 1992). En base a los resultados anteriores, se determino el Factor
Bioconcentracion, este aumenta conforme aumenta la cantidad del téxico sembrada en el
temna, ya que se empieza con un valor de 5.63 %, para terminar en un méximo de 68.48 %,
ctivamente la planaria llega a captar una mayor cantidad del metal conforme ¢l ambiente se

ura del propio toxico.
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&~ CONCLUSIONES

Dados fos resultados obtenidos y el andlisis de los mismos, se puede decir que el sedimento
de la PIR presenta valores de pH, porcentaje de materia organica y nitrégeno total dentro de un
tfmite aceptable, asi estas condiciones no representardn una variable mds en los experimentos
toxicolégicos. Por ésto mismo el riesgo para la liberacién del Zn dei sedimento no se incrementara.
De esta manera se pudo caracterizar el sedimento natural para poder montar los experimentos de
toxicidad tanto aguda comeo la subletal,

La concentracién letal media encontrada coincide con las reportadas por otros investigadores
en invertebrados, de estz manera fue una prueba confirmatoria la realizada en el laboratorio;
considerandose, por su vafor, una sustancia moderadamente téxica. La diferencia de las
concentraciones letales encontradas en agua y sedimento son resultado de la capacidad de captacion
det metal por parte de la arcilla.

En las pruebas bioquimicas, Ias proteinas totales si se vierén afectadas, a mayor cantidad del
toxico su sintesis se ve incrementada. Las metalotioneinas, por ser de naturaleza proteinica, se legd
a incrementar de igual manera su sintesis al aumentar la cantidad del metal presente. La
femocianina, en cambic, se ve disminuida al aumentar e} xenobiStico presente en el sistema, la
consecuencia se veria reflejada en el crecimiento y la produccién de los organismos. De esta
manera, estos tres pardmeiros bioquimicos al variar significativamente, se pueden considerar
bioindicadores para la evaluacién del téxico de prueba. Realizando estas pruebas bioquimicas que
nos indican factores claves para el organismo de estudio, se puede tener una visién mas amplia del
impacto del téxico no solo a nivel agudo sino también a nivel subletal, de esta manera se puede
saber si las planarias pueden soportar cierta cantidad del toxico sin que les legue a afectar en sus
funciones vitales.

En Ja cuantificacién del Zn en el sistema se vio tanto en el agua como en los organismos,
una refacién en el mismo sentido, al aumentar la concentracién total del téxico, su presencia en
estas partes del sistema también se incrementaban. De esta manera se tiene una idea del flujo del
téxico con respecto & su concentracion ya que en ¢l sistema natural se Jlegan a incrementar las

concentraciones dependiendo de las deposiciones que la industria realice.




$in embargo, en el sedimento, la relacion fue exactamente 1a contraria. Por ésto, ¢l facior de
oncentracién de las planatas, se incrementd conforme la concentracidn de téxico en el
iente, de manera que, se pueden considerar como un organismo bioremediador. Esto es de suma
srtancia ya que al ser las planarias organismos naturales de fa PIR se puede lograr estimular esta
acién para que legue a disminuir la conceniracion total del 16xico en el lugar. Ademds las
arias juegan un rol importante en la comunidad acwitica ya que al ser estos productores
ndarios son ingeridos por animales superiores que pueden ir biomagnificando el zinc, de
era que al incrementar la poblacién total de planarias este efecto se veria atenuado.

Finalmente s¢ propone, se continue evaluando ofras respuestas bioguimicas como la
wacion de enzimas, para tener un conocimiento mas profundo del dafio causado. Asi mismo se
eria de investigar como se interrelaciona este animal con otros hidrobiontes propios del lugar en
nicroecosistema, de esta manera se evaluaré el impacto del t6xico en todo un sistema no solo a
2l de individuo sino a nivel de comunidad y poblacién para poder utilizarlo en programas de
-emediacion. Se podria también considerar otros sitios de muestreo ya que dependiendo del sitio
a descarga, la profundidad de la toma de muestra, el perfodo del afio de 1a toma de muestra enire
s factores varia el efecto toxico ya que la concentracién del metal puede wvariar

siderablemente.
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APENDICE
1.- Preparacion de reactivos.

.
0’.

A

.,
L g

Amortiguador Trizma pH 7 :en i L se vertieron 8.1816 g de NaCl, 0.4473 gde KCl ¥
0.4840 g de Trizma base, se Heve a volumen con agua desionizada.

Reactive de Bradford : Se disolvié 0.1000 g de azul de cumassie en 50 mL de
CH;CH20H al 95 % vy 100 mL de HaPOy, se llevé a volumende 1 L.

Solucién de aibumina de 1000 ppm : Se disolvié 0.1000 g de albumina en un matraz
aforado de 100 mL, se llevo con agua deionizada a volumen.

Solucién al 1.5 por ciento de KC1 : Se peso 1.5000 g de KCly se disolvio en 100 mL,

Solucion de_1.15 por ciento de KCi : Se peso 1.1500 g de KCl y se disolvio en 100
mL de agua desionizada.

Amortiguador Trizma HCL 30 mM pH 8 : se disolvié 0.2940 g de CaCl y 0.9680 g de
Trizma en agua y se ajusto a pH 8.0 con una solucién 1 M de HC), se llevo 2 volumen
de 1 L con agua desionizada.

Amortiguador de plicipa 0.5 M pH 8.5 : se disolvié 0.3800 g de glicina y 0.2900 g de
NaCl en agua hasta un volumen de 50 mi, se agrego 50 mL de la solucion 0.1 M de
NaOH y se ajusto el pH.

Esténdar de Plata de 1000 ppm : se uso estdndar comercial.

Esténdar de cobre de 1000 ppm : se pesd 1.0000 g de Cobre metélico y se disolvie en
la minima cantidad de HINO; (al 50 %), se¢ llevo a volumen de 1 L con agua
desionizada.

Estandar de Zinc de 1000 ppm : se pesé 1.0000 g de Zn metalico y se disolvio en 40
mL de HCI (al 50 %), se llevo a volumen de 1 L con agua desionizada.

Muestra digestora : Se pesarén 6.000 g de Selenig, 0.5030 g de Nax5Cs » HoO y
17.0000 g de CuSO4 *» 5 H20.

Indicador de Wesselow : Se pesaron 1.2500 g de rojo de metilo y 0.8250 g de azul de
metileno, se disolvieron en 1 L con CH3CHyO0H (al 90 %).

Agua semidura : se pesaron 36 mg/L de NaHCO3, 60 mg/L. de MgS04 + 7 HoO v 4
mg/l. de KCl, se disolvieron en 19 L de agua dejonizada, se dejo la mezcla en

aereacién por upa noche y se adiciond 60 mg/L de CaSO4 « Hy0, disueltos

previamente en 1 L de agua deionizada,

T
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